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Resumé 
Pesticiders spredning og effekt udgør en stadigt voksende miljøproblematik, da de påvirker 
nærliggende vandløb og åer ved pulsudledning til det akvatiske miljø. I Danmark er carbamatet 
Pirimicarb i de seneste årtier blevet brugt i store mængder og er det tredje mest solgte insekticid på 
markedet. Pirimicarb påvirker esteraser som Acetylcholinesterase (AChE) og Carboxylesterase 
(CbE) i nervesystemet, hvilket medfører paralysering og død af påvirkede organismer. Pirimicarb 
pulsudledes oftest til vandløb og eksponerer derved krebsdyr som Hyalella azteca og Daphnia 
magna. I dette studium blev en EC50 værdi for H. azteca immobilisering på 2486,30 µg/L fundet, 
ligeledes blev en EC50 værdi for D. magna på 1,12 µg/L fundet. Derudfra diskuteres validiteten af 
kun at bruge én modelorganisme per trofisk niveau, i økotoksikologiske forsøg, når to taksonomisk 
relaterede organismer reager yderst forskelligt på samme insekticid. For at undersøge H. aztecas 
lave sensitivitet yderligere blev effekten af Pirimicarb på AChE og CbE i H. azteca undersøgt ved 
et to-puls forsøg i to forskellige integrerede koncentrationer, høj koncentration i 4 timer og lav 
koncentration i 48 timer. To-puls forsøget viste ingen signifikant forskel for AChE med hensyn til 
tid (p=0,946) eller behandling (p=0,453). Der var signifikant forskel på CbE aktiviteten i forhold til 
tiden (p=0,028) men der blev ikke fundet signifikant forskel med hensyn til behandling (p=0,824). 
Disse resultater kunne indikere resistens hos H. azteca over for Pirimicarb, og sammenholdt med 
andre studier fra litteraturen indikerer det at resistens overfor Pirimicarb og andre carbamater, 
muligvis er udbredt i større grad end hidtil antaget. 
Abstract 
The impact from scattering of pesticides is an increasingly important environmental issue since the 
pesticides influence nearby streams by pulse exposure to the aquatic environment. In Denmark the 
Carbamate Pirimicarb has been used intensively through the last decades and is the third most sold 
insecticide on the market. Pirimicarb affects esterases like Acetylcholineesterase (AChE) and 
Carboxylesterase (CbE) in the nervous system, leading to paralysis and death of influenced 
organisms. Pirimicarb is most often released to the aquatic environment by pulse exposure, thereby 
exposing crustaceans like Hyalella azteca and Daphnia magna. In this study EC50 values for 
immobilization of H. azteca were found at 2486.30 µg/L likewise an EC50 value for D. magna were 
found at 1.12 µg/L. This leads to a discussion of the validity of using only one model organism per 
trophic level in ecotoxicology when two relatively similar species can exhibit such different 
reactions towards the same insecticide. To investigate the low sensitivity of H. azteca further, the 
effect of Pirimicarb on AChE and CbE in H. azteca was investigated by conducting a two-pulse 
experiment during two integrated concentrations, high concentration during 4 hours and low 
concentration during 48 hours. The two-pulse exposure showed no significant difference for AChE 
in regard to time (p=0.946) or treatment (p=0.453). CbE showed significant difference in regard to 
time (p=0.028) but showed no significant difference for treatment (p=0.824). These results could 
indicate resistance in H. azteca toward Pirimicarb, and compared to other studies from the literature 
indicate that resistance toward Pirimicarb, and other carbamates, might be prevalent to a greater 
extent than previously assumed.  
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Forkortelsesliste 
Forkortelse Betydning 
AChE AcetylCholinEsterase 
AChI AcetylCholin Iodid 
BSA Bovine Serum Albumin 
CbE CarboxylEsterase 
CH1-CH4 “Control Høj Koncentration” 1-4 
CL1-CL4 “Control Lav Koncentration” 1-4 
DTNB Dithionitrobenzoic acid 
EC50 Effect Concentration 50 % 
EDTA Ethylenediaminetetraacetic acid 
H1-H4 “Høj Koncentration”1-4 
L1-L4 “Lav Koncentration” 1-4 
LC50 Lethal Concentration 50 %  
MES Morpholinoethane sulfonic acid 
NTE Neuropathy Target Esterase 
NV Næringsvand 
Std. Standard 
 
Ordliste 
Apomixe  Aseksuel reproduktion. Dafnie hunner danner embryoer, som under 
gunstige forhold producere hunner, og i ugunstige forhold også 
producere hanner. 
Amiktiske æg  Kun hunner udklækkes fra disse æg. 
Amplexus  H. azteca hanner og hunner hænger sammen inden parring 
Partenogenese Aseksuel reproduktion, et embryo udvikles fra en ubefrygtet ægcelle. 
Ephippia  Hvileæg 
Unit for AChE 1 µmol acetylcholine hydrolyseret til cholin og acetat per minut 
Unit for CbE  1 µmol ethyl butyrate hydrolyseret til smørsyre og ethanol per minut 
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Forord  
Vi vil gerne takke Annemette Palmqvist for god og grundig vejledning gennem hele semesteret, 
Lâm Trâc Ngoc for de mange timer i laboratoriet hvor vi lærte at udføre alle enzymassays udover 
generel hjælp, tid til at besvare vores spørgsmål i tide og utide og tage dafnier ud som vi kunne 
bruge til forsøg. I denne sammenhæng vil vi også takke Nina Cedergreen for at stille D. magna 
kulturen fra KU til rådighed og Anne-Grete Winding for at hente D. magna til RUC samt give 
vejledning i forberedelse og M4 og M7 medie. Slutteligt vil vi takke NAB gruppe 9, altså Pernille 
Munck, Jeannie Rasmussen, Natasja Corfixen og Sara Grønlund for lån af dosis-respons kurve. 
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1 Introduktion 
Pirimicarb er et insekticid, fra carbamat familien, der bruges i store mængder over hele verden for at 
kontrollere bladlus bestande, da de er til stor gene for landbruget (Kwon, et al., 2009). Det er 
desuden det tredje mest solgte insekticid i Danmark, næst efter cypermethrin og tau-fluvalinat 
(Miljøministeriet, 2013). Pirimicarb virker ved at inhibere cholinesterase, såsom acetylcholin-
esterase (AChE) og carboxylesterase (CbE), og derved påvirke nervesystemet ved paralysering og 
til sidst død (Salvaterra, 2001). CbE har en vigtig virkningsmekanisme som afgiftningsenzym 
overfor flere grupper af insekticider (Gupta & Dettbarn, 1993). Mange pesticider fra landbruget, der 
i blandt Pirimicarb, ender før eller siden i det akvatiske miljø gennem pulsudledning til nærliggende 
vandløb efter regnskyl eller blæsevejr (Andersen, et al., 2006), og påvirker derved vandløbets 
iboende organismer. Mange vandlevende invertebrater, som Hyalella azteca og Daphnia magna, 
holder til i vandløb, damme og åer der kan blive påvirkede af pulsudledning fra omkringliggende 
marker, hvilket gør forskning indenfor pulsudledning meget relevant. I naturen formodes det 
sjældent at vandløbene bliver påvirkede af pulsudledning kun én gang, oftest er der flere pulse i 
træk med forskellig varighed og koncentration alt efter hvor mange regnskyl der har været og hvor 
kraftige de er. Derfor vil vi undersøge effekten af en to-pulsudledning af Pirimicarb ved både to 
pulse af høj koncentration i kort tid (4 timer) og to pulse af lav koncentration i lang tid (48 timer), 
med en puls-mellemtid (uden Pirimicarb) på 24 timer og en post-eksponeringstid (uden Pirimicarb) 
på 48 timer for at observere eventuel restitution hos H. azteca. Måden hvorpå vi undersøger 
effekten af Pirimicarb på H. azteca, er ved to enzymassays, et for AChE og et for CbE, hvor 
aktiviteten af de to enzymer måles. Aktiviteten vil vise os om Pirimicarb inhiberer AChE og om 
CbE virker afgiftende (ved at binde insekticidet støkiometrisk) og måske på den måde reducerer 
inhibering af AChE. 
 
Dette leder os til en problemformulering der lyder; Hvilke enzymatiske effekter (AChE og CbE) ses 
på H. azteca under to-puls forsøg med carbamatet Pirimicarb og kan de sammenlignes med andre 
lignende arter? 
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1.1 Forsøgsdyr 
Her beskrives de to forsøgsorganismer, der anvendes i den eksperimentelle forsøgsdel, med hensyn 
til forskelle og ligheder mellem dem og anvendelse som modelorganisme i økotoksikologi forsøg.  
Tabel 1.1.1 viser den taksonomiske opdeling af de to organismer for at give et overblik over deres 
fællestræk. Vi vil i hvert afsnit begynde med at beskrive Hyalella azteca (Saussure, 1858) og 
derefter Daphnia magna (Straus, 1820). 
 
Tabel 1.1.1 Taksonomisk klassificering af de to modelorganismer, fra WoRMs. 
 H. azteca: (Horton & Lowry, 2014), D. magna: (Boxshall, 2014) 
 
Morfologi 
H. azteca er et lille ferskvands krebsdyr med en maksimal længde, efter 120 dage, på 7 mm hvor 
gennemsnitlængden af hannerne generelt er længere end hunnerne (Othman & Pascoe, 2001). 
Størrelsen er dog afhængig af mange faktorer så som temperatur, fotoperiode, vandkvalitet og 
foderkvalitet (de March, 1977). Begge køn af H. azteca er dorsalt og abdominalt kølformede (Figur 
1.1.1 A) (Bousfield, 1958), hannerne har dog forstørrede gnathopoder der bruges til at holde fast på 
hunnen ved amplexus i forbindelse med parringen. Da H. azteca har et exoskelet betyder det at, H. 
azteca også skal skifte skal når den vokser, som de fleste andre krebsdyr. H. azteca er en omnivor 
organisme, der udover detritus er blevet observeret spise nyligt dræbte dyr, sårede isopoder, sine 
egne døde artsfæller og bakterier og algeceller fra sedimentoverfladen (Wang, et al., 2004). I følge 
Borgmann (1989) og de March (1981) spiser H. azteca dog udelukkende detritus (Borgmann, et al., 
1989; de March, 1981). H. azteca er derudover en vigtig fødekilde for fisk, vandlevende fugle og 
større invertebrater da de udgør størstedelen af disses føde (de March, 1981). 
 
 Hyalella azteca Daphnia magna 
Rige Animalia Animalia 
Række Arthropoda Arthropoda 
Underrække Crustacea Crustacea 
Klasse Malacostraca Branchiopoda 
Orden Amphipoda Diplostraca 
Familie Hyalellidae Daphniidae 
Slægt Hyalella Daphnia 
Art H. azteca D. magna 
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D. magna (Figur 1.1.1 B) hører til klassen Branchiopoda (Tabel 1.1.1) som er karakteriseret ved at 
have flade bladlignende ben som bruges til at lave vandgennemstrømning af filterapparatet og 
derved føde- og iltoptagelse (Pirow, et al., 1999). D. magna er en filtrator (filterfeeder), og samler 
føde ind ved hjælp af sit filterapparat, hvori den bruger sine phylopoder til at lave 
vandgennemstrømning, filtrere føden fra vandet og samle det i fødehulen. D. magna spiser 
planktoniske mikroalger og især grønalger, i størrelsesordenen 1-50 µm (Ebert, 2005). Underordnen 
Cladocera som D. magna også tilhører har en krop som er omkranset af en ikke-kalkopbygget skal 
samt et rygskjold kaldet carapace. Hvis D. magna ikke er i bevægelse vil den synke til bunds (Ebert, 
2005). Slægten Daphnia består af flere end 100 arter, hvor D. magna er den største af dem. D. 
magna er et planktonisk krebsdyr med en størrelse på 1-5 mm som voksen.  
 
 
Figur 1.1.1 Her vises egne billeder af henholdsvis H. azteca (voksen) og D. magna (juvenil) 
 
Livscyklus 
H. azteca er iteroparous og kan kun reproducere sig seksuelt, de kan nå en alder på 12-16 måneder 
(Wen, 1992). Reproduktion hos H. azteca er dog ikke ligetil da der inden selve parringen er en 
periode hvor hannerne kæmper for at få hunnerne og hægter sig derefter fast på hunnen fra den 
dorsale side i et forsøg på at beskytte og bære hende. Det at hannen og hunnen hænger sammen 
kaldes amplexus, det er først efter denne periode at selve parringen foregår (de March, Hyalella 
azteca(Sassure), 1981). Inden amplexus smider hunnerne deres exoskelet og frigiver derved unger 
fra sidste parring. Efter amplexus separeres parret og æggene bliver båret til ynglepungen i 
abdomen på hunnen hvor de befrugtes. Jo større hannen er jo mindre er chancen for at en anden han 
kommer til og får fat i hunnen (Moore & Farrar, 1995). Oftest går hannerne efter de store hunner og 
det har vist sig at der er en lineær sammenhæng mellem hunnens længde og kuldstørrelse (de 
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March, 1981). Kønsmodne hunner producerer mellem 1-30 æg per kuld æggene klækker 10-20 
dage efter befrugtning. Når ungerne bliver frigivet fra moderens ynglepung er de identiske med de 
voksne hunner, først efter 6.-7. juvenilstadie kan der ses forskel på kønnene (Moore & Farrar, 
1995). Det er først efter 8. juvenilstadie, cirka 40 dage gamle, at H. azteca bliver kønsmoden  (de 
March, 1981). I naturen stopper parringen omkring september jævndøgn, når temperaturerne bliver 
køligere, og alle på nær det sidste kuld dør i efteråret. Det sidste kuld som overvintrer, vokser sig 
store og producerer i foråret mange nye kuld hurtigt og synkront, derved igangsættes bestanden og 
de overvintrende voksne dør efter denne første reproduktion. Under konstante laboratorieforhold 
yngler H. azteca gennem hele året (de March, 1981).  
 
D. magna er ret anderledes end H. azteca med hensyn til reproduktion, da D. magna både kan 
reproducere sig aseksuelt og seksuelt. Ved aseksuel reproduktion udvikles et embryo fra en 
ubefrugtet ægcelle, dette kaldes partenogenese og er en del af en proces kaldet apomixe. Æggene 
placeres i rugeposen og klækkes efter 1 dag, men frigøres først fra moderen efter 4 dage (Ebert, 
2005). Under optimale forhold producerer D. magna kun kloner af sig selv, altså hunner, hvorimod 
der ved overgangen til dårligere forhold produceres nogle hanner. Efterfølgende foregår der seksuel 
reproduktion i og med at hunnerne nu producerer haploide æg som hannerne befrugter ved intern 
befrugtning. Denne seksuelle reproduktion resulterer i dannelsen af hvileæg (ephippia). Ephippia er 
omgivet af et beskyttende lag som kan klare tørke og kulde og de klækker først når de optimale 
betingelser er til stede omkring ægget. Ephippia producerer kun hunner og indeholder to store æg, 
et fra hver æggestok. Diskontinuerlige populationer som for eksempel lever i små søer, der kan 
tørre ud i løbet af året, producerer flere hvileæg end de store permanente populationer af dafnier 
som lever i store søer (Ebert, 2005).  
Habitat 
H. azteca er et lille ferskvands krebsdyr, som yngler i damme, søer og floder. Dens geografiske 
fordeling er fra Guatemala i vest, Inuvik i nord og til Atlanterhavet og Stillehavet (de March, 1981). 
Hvorvidt H. azteca er en sedimentlevende eller vandlevende organisme er et omdiskuteret emne. 
Nogle forskere mener, at have observeret H. azteca som et sedimentlevende dyr (Borgmann, et al., 
2005) mens andre mener, at det kun er under stressede forhold, såsom laboratorieforsøg under 
konstant lys, at de søger ly i sediment, men at de i naturen lever i vandfasen (Wang, et al., 2004; 
Chapman, et al., 2005). H. azteca er mest talrig i permanente eutrofiske eller mesotrofiske søer hvor 
forskellige vandplanter lever. Søer som støtter populationens vækst er oftest 20-30oC om sommeren 
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(de March, 1981). H. azteca er en meget salinitetstolerant ferskvandsorganisme og kan overleve 
salinitet helt op til 30 ‰, hvis de akklimatiseres langsomt (de March, 1981) og en salinitet optil 15 
‰ i sediment accepteres og foreslås af US EPA til sedimentforsøg fra fjordområder (US EPA, 
1994). 
 
D. magna lever pelagisk i stillestående ferskvand. Grundet dens aseksuelle og seksuelle reprodukt-
ion, som giver den muligheden for at lave hurtig reproduktion eller hvileæg, kan den leve i næsten 
alle habitater fra kæmpe søer til midlertidige vandhuller. Af dafnierne er D. magna en af de mere 
salinitetstolerante, da de kan tåle op til 4 ‰ (Schuytema, et al., 1997). 
Brug som modelorganisme 
H. azteca er en brugbar forsøgsorganisme da den har en hurtig reproduktionstid og er meget nem at 
kultivere i laboratorier. Ikke desto mindre har der tidligere været ustadighed (manglende reprodu-
cerbarhed) og stor variation indenfor resultater i forsøg med H. azteca og arten er blevet fundet 
kannibalistiske i stressede situationer. Derfor blev H. azteca ofte fravalgt ved økotoksikologi forsøg 
før i tiden (de March, 1981). Der findes en standardiseret sedimenttest til H. azteca (EPA, 2000), 
men der er ikke en fastlagt procedure for test af H. azteca i vandfasen endnu. Der er dog 
efterhånden en ensartethed i procedurerne der bruges verden over og mange tager udgangspunkt i 
Borgmanns arbejde. Her kan blandt andet nævnes brugen af gaze til forhøjet reproduktion, som føde 
og gemmested  (Borgmann, et al., 1989). Derudover har brugen af kaninpiller som føde også vist 
sig effektiv i flere laboratorier (Besser, et al., 2005; Pedersen, 2012) og brugen af speciallavet 
’Hyalellavand’ for en optimeret overlevelse er også værd at nævne, denne er i vores tilfælde 
specialoptimeret til vandet ved Roskilde i Danmark (Pedersen, 2012). Som før beskrevet er det ikke 
helt fastslået om H. azteca er et sedimentlevende eller vandlevende dyr, og der er derfor ikke 
enighed om hvorvidt H. azteca egner sig bedst til sediment toksiske forsøg eller toksisitets forsøg i 
vandfasen. Wang et al. (2004) mener at H. azteca egner sig bedst til forsøg i vand, hvorimod 
Borgmann et al. (2005) mener at H. azteca egner sig til sediment toksiske forsøg, da de mener at H. 
azteca er et sedimentlevende dyr. Det er ydermere blevet foreslået at betegnelsen H. azteca kan 
dække over flere arter, da der er uoverensstemmelser mellem flere artikler (Wang, et al., 2004; 
Borgmann, et al., 2005). H. azteca anses dog overordnet set for at være en god biologisk 
modelorganisme af mange forskere (Kelley & Fink, 2011; de March, 1981; Wang, et al., 2004; 
Borgmann, et al., 2005), og af nogle som en af de mest sensitive ferskvands arter til forsøg med 
akvatisk forurening (Phipps, et al., 1995). 
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D. magna er et essentielt element i fødekæden da de er dominerende som zooplankton (Ebert, 2005; 
Persoone & Janssen, 1998) og derfor kan siges at være en relevant modelorganisme. Der er 
ydermere stor ensartethed i kultivering af D. magna verden over da der findes flere standardiserede 
tests for både akut og kronisk toksicitet samt reproduktion (OECD, 1984; EPA, 1996). D. magna 
menes af Persoone & Janssen (1998) at være den vigtigste ferskvandsmodelorganisme i økotok-
sikologi da den er så vidt udbredt i mange forskellige habitater. Derudover har D. magna en kort 
livscyklus som gør den nem at kultivere, den er også lille og behøver derfor ikke så store akvarier 
(Persoone & Janssen, 1998). Ifølge EU's forordning REACH og forordning 1107/2009 (Gennemgås 
i afsnit 1.4) er der forskellige krav til risikovurdering alt efter hvor stor en kemikalieproduktion der 
finder sted og om det er industrielle kemikalier eller pesticider. Ved kvantiteter over 1 ton 
industrielt kemikalie per år skal der for eksempel udføres to akvatiske toksicitets tests og en 
nedbrydelighedstest.  En af disse er en akut toksicitetstest på Daphnia sp., OECD 202 (DHI, 2011). 
Da D. magna er en så anvendt modelorganisme findes der over 500 toksicitets data for den 
(Sandbacka, et al., 2000), dette giver et godt sammenligningsgrundlag for forskere når de har udført 
deres egne økotoksikologi forsøg, og gør D. magna til et oplagt valg af modelorganisme. 
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1.2 Insekticider 
 Introduktion 
Pesticider anvendes dagligt til at kontrollere det omkringliggende miljø, for eksempel bekæmpes 
ukrudt med herbicider, skadedyr med insekticider og svampe med fungicider. Ved udgangen af 
2012 var der blevet brugt 16.826 ton bekæmpelsesmidler i Danmark, fordelt over i alt 14 grupper af 
pesticider (Miljøministeriet, 2013). En del af disse pesticider ender i det akvatiske miljø oftest 
gennem pulsudledning til nærliggende vandløb når der enten kommer et regnskyl eller er blæsevejr 
(Andersen, et al., 2006).  
 
Der findes fem store grupper insekticider, som alle er syntetisk fremstillet og har det tilfælles at de 
alle er nervegifte. De fem grupper er; organochloriner, organofosfater, carbamater, pyrethroid 
insekticider og neonikotinoider (Walker, et al., 2006).  
 
Organochloriner er en stor gruppe insekticider der blandt andet består af DDT og Lindane. De er 
stabile faste stoffer som har en meget lav opløselighed i vand. Mange af organochlorinerne er yderst 
persistente og nedbrydes derfor langsomt i miljøet. Organochloriners virkningsmekanisme er at 
påvirke enten Na+-kanalen (DDT) eller GABA receptorne (for eksempel Lindane), begge har dog 
den virkning at de ødelægger aktionspotentialet (Walker, et al., 2006). Organochloriner er i langt de 
fleste lande forbudt da der er risiko forbundet til menneskers helbred og det omkringliggende miljø. 
I USA er kun tre organochloriner tilladt, disse er Dicofol, Endosulfan og Lindane (Roberts & 
Reigart, 2013), og i Europa står organochloriner for kun 3% af insekticid markedsandelen 
(Kommissionen For De Europæiske Fællesskaber, 2000). Organochloriner kan optages via tarm, 
lunge og over hud, desuden øger fedt eller fedtopløsninger optaget. Når det er optaget lagres i 
fedtvæv og udskilles for eksempel via modermælken, og gives derved videre til afkommet, og er 
desuden fundet kræftfremkaldende (Roberts & Reigart, 2013).  
 
Organofosfater er organiske estere af fosforsyre og blev oprindeligt brugt til krigsførelse (i form af 
nervegas) og insekticider, men bruges nu kun som insekticid. De fleste organofosfater er flydende 
med en lipofil karakter og kun få er faste stoffer. Denne lipofile karakter kan medføre at det kan 
lagres i fedtvæv og derved få en forsinket effekt (Roberts & Reigart, 2013). De er ikke ligeså 
persistente som organochlorinerne og kan derfor nemmere nedbrydes i miljøet. Organofosfater har 
en kort levetid, og deres effekt er derfor for det meste kortvarig (akut toksicitet) dog har nogle 
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organofosfater en forsinket neurotoksisk effekt. Organofosfaters primære virkningsmekanisme er 
inhibering af cholinesterase, heriblandt AChE. Organofosfaters opløselighed i vand varierer meget, 
men de er generelt mere polære end organochloriner og derfor også nemmere opløselige i vand.  
 
Carbamater kommer af carbamat syre og virkningsmekanismen er den samme som organofosfater 
med hensyn til at inhiberere AChE. Organochloriner og organofosfater blev udviklet først og 
efterfølgende er carbamater blevet udviklet. Carbamater er oftest faste stoffer, men kan være 
flydende. De varierer meget i vandopløselighed, men har oftest en lav oktanol/vand koefficient 
(Walker, et al., 2006). Carbamat er ligesom organofosfat let nedbrydelig og effekten er derfor 
kortvarig og generelt uden forsinket neurotoksisk effekt. Carbamater har en høj biotransformation 
rate, som forhindrer disse kemikalier i at biomagnificeres op igennem fødekæden (Barata, et al., 
2004). 
 
Pyrethroid insekticider er faste stoffer med meget lav opløselighed i vand, virkningsmekanismen er 
den samme som for organochlorinet DDT (ødelægger Na+-kanalens funktion, ved at holde den 
åben) (Walker, et al., 2006). Nogle Pyrethroid insekticider har den virkningsmekanisme at påvirke 
GABA receptorer eller ændre den mitokondrielle elektrontransportkæde (Roberts & Reigart, 2013). 
Pyrethroid er dannet af estere af en organisk syre og en organisk base.  De er nedbrydelige i 
vandfasen, men kan binde sig til partikler i sediment og jord hvor de er persistente (Walker, et al., 
2006). Deres toksiske effekt er for det meste akut, da de nedbrydes hurtigt af leverenzymer hos 
pattedyr og helt eller delvist udskilles af nyrerne (Roberts & Reigart, 2013). Pyrethroide 
insekticider er meget selektive overfor insekter på den ene side, og pattedyr og fugle på den anden. 
Fokus er derfor på fisk og ikke-tilsigtede invertebrater, især da pyrethroide insekticider påføres via 
spray og derfor kan komme vidt omkring (Walker, et al., 2006). 
 
Neonikotinoider, som er den sidste gruppe vi vil komme ind på, er den nyeste. Den er strukturelt 
meget ens med det naturlige stof nikotin (Walker, et al., 2006; Roberts & Reigart, 2013; Hopwood, 
et al., 2012). Det har været tilgængeligt siden 1990’erne i USA (Roberts & Reigart, 2013). Neoni-
kotinoider fungerer ved at blive absorberet af planter, og blive transporteret af det vaskulære system 
rundt i hele planten (stilk, blomst, blade, rødder og frugt), så hele planten bliver toksisk overfor de 
insekter som ødelægger afgrøder, for eksempel bladlus og andre afgrødeødelæggende insekter 
(Roberts & Reigart, 2013). I organismerne fungerer neonikotinoider ved at overtage pladsen for 
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ACh i nikotinske acetylcholin receptorer, det vil sige at de fungerer som antagonister  (Roberts & 
Reigart, 2013). Disse receptorer er lokaliseret på de cholinergiske synapser i dyr (Walker, et al., 
2006). Neonikotinoider kan være meget persistente i miljøet, fra måneder til år for en enkel tilførsel, 
og ubehandlede planter kan optage insekticidet fra rester i jorden (Hopwood, et al., 2012). 
Neonikotinoider tilføres via bejdsning af frø, spray eller direkte injektioner. Fordi neonikotinoider 
gør hele planten toksisk, gør det også pollen og nektar toksisk (Hopwood, et al., 2012), hvilket er et 
stort problem for bi bestanden i hele verden. Bier en den vigtigste forstøver i verden og 35 % af 
verdens produktion af afgrøder afhænger af sådanne forstøvere (Blacquiére, et al., 2012). 
Imidacloprid er det mest brugte af neonikotinoiderne i USA (Roberts & Reigart, 2013), men er 
blevet forbudt, sammen med to andre neonikotinoider (clothianidin og thiametoxam), i Europa i en 
to års periode fra december 2013 (European Commision, 2013). Den Europæiske Kommission 
besluttede d. 29. april på baggrund af Regulation (EU) No 485/2013 at de tre neonikotinoider skulle 
forbydes på grund af deres toksiske effekt på bier og at flere undersøgelser skal forekomme før de 
eventuelt kan blive lovlige igen (European Commision, 2013; The European Commision, 2013). 
 
Vi vil herunder fokusere på organofosfater og carbamater, da de har samme virkningsmekanisme og 
til sidst specificere vores beskrivelse af carbamat insekticidet Pirimicarb som bruges i vores 
eksperimenter. 
 
Carbamater og Organofosfater 
Organofosfater og carbamater (Figur 1.2.1) har, som tidligere nævnt, den samme virknings-
mekanisme, nemlig inhibering af cholinesteraser som AChE og CbE. Måden hvorpå de inhiberer, er 
ved henholdsvis at fosforylere og carbamylere AChE og CbE. Der er dog den forskel at carbamater 
inhiberer reversibelt og organofosfater inhiberer irreversibelt (Sogorb & Vilanova, 2002), hvilket 
for carbamater betyder, at den enzymatiske funktion oftest kan gendannes efter eksponering 
(Soloneski & Larramendy, 2012). En konsekvens af at carbamater inhiberer reversibelt og derved 
nedbrydes hurtigere end organofosfater, er at varigheden af carbamatforgiftning ofte forkortes 
(Roberts & Reigart, 2013). En anden forskel på organofosfater og carbamater er, at nogle 
organofosfater har en forsinket neurotoksisk effekt, hvilket ingen carbamater har. Denne forsinkede 
neurotoksiske effekt kan træde i kraft 2-3 uger efter eksponering og skyldes nedbrydning af axoner 
på grund af et enzym kaldet neuropathy target esterase (NTE) (Jokanovic, et al., 2002; Roberts & 
Reigart, 2013).  
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Figur 1.2.1 Generel kemisk struktur af insekticiderne tilhørende Organofosfat (A) og Carbamat (B) familien. Ved Organofosfater 
står der (S), hvilket betyder at oxygenatomet kan være byttet ud med et svovlatom. 
Modificeret fra (Sogorb & Vilanova, 2002). 
Pirimicarb 
Pirimicarb (Figur 1.2.2), som er et carbamat, blev introduceret i 1969 af ICI Ltd.  (British Crop 
Protection Council, 1972) som et insekticid og hører til N-methyl-carbamat klassen, sammen med 
for eksempel carbofuran og aldicarb. Pirimicarb (CIPAC 231) har det formelle navn:  
2-dimethylamino-5,6-dimethylpyrimidin-4-yl dimethylcarbamate (Soloneski & Larramendy, 2012). 
Selv om forbruget er faldet drastisk siden 1995, blev der i 2012 i Danmark solgt i alt 8.281 kg 
Pirimicarb (Figur 1.2.3). Pirimicarb er et fast hvidt stof, men kommercielle pesticider med 
Pirimicarb findes både som granulater og spray (PPDB Management Team, 2013). Hovedparten 
blev solgt til landbrugsformål og Pirimicarb var det tredje mest solgte insekticid næst efter 
cypermethrin og tau-fluvalinat (Miljøministeriet, 2013), som begge er pyrethroider (CIPAC 
nummer 332 og 786). 
 
 
Figur 1.2.2 Pirimicarbs kemiske struktur. Fra (Videncenteret for Landbrug, 2014) 
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Pirimicarb bruges i store mængder over hele verden (Andersen, et al., 2006) og dets primære formål 
er at kontrollere bladlusbestande, da de er til stor gene for landbruget (Kwon, et al., 2009). 
Insekticidet er klassificeret af WHO (2009) til at være moderat giftigt (klasse II) (WHO, 2009). Det 
er registreret som et hurtigt fungerende selektivt aphicid (British Crop Protection Council, 1972) og 
bruges oftest på marker med for eksempel korn, sukkerroer, kartofler, frugt og grøntsager. 
Pirimicarbs virkningsmekanisme er inhibering af cholinesterase, både AChE og CbE, og derved 
reducering af aktiviteten af enzymet.  
 
Carbamat og Organofosfats påvirkning af AChE og CbE 
Når et pesticid i form af et organofosfat eller carbamat, som Pirimicarb, optages af en organisme 
bliver AChE inhiberet ved dannelsen af et enzym-inhibitorkompleks (Fukuto, 1990) og dernæst en 
fosforylering eller carbamylering af serin i proteinets aktive site (Sogorb & Vilanova, 2002). 
Inhibering af AChE medfører at nerveimpulserne ikke reguleres normalt (1.3 Nervesynapser). Dette 
skyldes at koncentrationen af ACh i nervesynapsen forbliver høj og der sker en kontinuert 
stimulering af den følgende nerve hvilket med tiden medfører paralysering og til sidst død grundet 
overstimulering. 
 
Måden hvorpå CbE kan virke afgiftende kan både være ved direkte at hydrolysere carbamater og 
organofosfater og ved at blive inhiberet af selvsamme insekticider, gennem carbamylering og fosfo-
0
10.000
20.000
30.000
40.000
50.000
60.000
70.000
80.000
19
91
19
92
19
93
19
94
19
95
19
96
19
97
19
98
19
99
20
00
20
01
20
02
20
03
20
04
20
05
20
06
20
07
20
08
20
09
20
10
20
11
20
12
K
g 
a
kt
iv
st
o
f
Årstal
Mængde Pirimicarb i Danmark
Figur 1.2.3. Mængder solgt Pirimicarb (i kg aktivstof) per år i Danmark siden 1991 (Miljøministeriet, 2013). 
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rylering. Inhiberingen sker på samme måde som AChE, og derved reduceres den frie 
koncentrationen af carbamater og organofosfater tilgængelige for AChE og derved kan organismen 
overleve længere, da inhiberingen af CbE på kort sigt kan være ikke dødelig og kan derfor have en 
afgiftende funktion (Kristoff, et al., 2010; Gupta & Dettbarn, 1993). Det er blevet vist at 
carbamaters toksicitet øges hvis CbE inhiberes, da AChE vil påvirkes i langt højere grad af 
carbamat, når CbE ikke fungerer som afgiftnings rute (Gupta & Dettbarn, 1993). CbE er effektiv til 
at hydrolysere en række stoffer som indeholder ester- eller amidbindinger til frie syrer og alkoholer 
(Satoh & Hosokawa, 2006).  
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1.3  Nervesynapser 
Vores nervesystem består overordnet af to dele; det somatiske og det autonome nervesystem. Disse 
bruger begge neuroner til enten at fortsætte et nervesignal eller stimulere en muskelsammen-
trækning. Neuroner består af et axon og en nerveende og området mellem to nerver kaldes 
synapsen. Der findes to slags signaloverførsel, elektrisk og kemisk, og den mest almindelige er 
kemisk synaptisk overførsel, som bruger neurotransmittere (for eksempel ACh) til at videreføre et 
signal.  
Acetylcholinesterases funktion under normale forhold 
AChE er et enzym der biosyntetiserer neurotransmitteren ACh til to inaktive produkter, acetat 
(eddikesyre) og cholin (Figur 1.3.1, ligning 2) (Fukuto, 1990). ACh er en vigtig fysiologisk 
neurotransmitter der findes i alle dyr og derudover er at finde i visse planter, bakterier, svampe og 
protozoer, anvendelsen er dog ikke den samme, da disse ikke har et nervesystem. Hos dyr har ACh 
indflydelse på især muskelsammentrækninger, både impulser fra det somatiske og autonome 
nervesystem, transmission af nervesignaler i hjernen og er derudover en medvirkende faktor i 
mange andre funktioner, blandt andet temperaturregulering ved hjælp af svedudskillelse (Salvaterra, 
2001).  
 
Figur 1.3.1 Ligning 1 viser biosyntesen af Acetylcholin (ACh) fra Acetyl-CoA og cholin, enzymet Cholinacetyltransferase 
katalyserer processen. Ligning 2 viser enzymet acetylcholinesterase (AChE) hydrolysere acetylcholin (ACh) til cholin og acetat.  
Modificeret fra (Salvaterra, 2001) 
 
Når en nerveimpuls transporteres ved hjælp af aktionspotentialet igennem et neuron, starter dette en 
proces, som kan ses på Figur 1.3.2. Når impulsen ender ved den præsynaptiske nerveterminal, 
aktiveres calciumkanaler, som forårsager frigivelsen af ACh. ACh er dannet af acetyl-CoA (acetyl-
Coenzym A) og cholin, som ved hjælp af enzymet cholin acetyltransferase, omdannes til ACh og 
CoA-SH (Figur 1.3.1, ligning 1). ACh indkapsles herefter i en lille transportvesikel og transporteres 
ud til nervesynapsen hvor det frigives i den synaptiske kløft. Indenfor 2-3 millisekunder interagerer 
det frigivne ACh med en ACh-receptor på den postsynaptiske nervemembran, hvorved nerven 
bliver stimuleret og kan videresende impulsen. Acetyl-CoA dannes i mitokondrierne og omkring 
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halvdelen af det brugte cholin fra acetylcholinsyntesen genoptages af den præsynaptiske 
nerveterminal efter ACh er blevet hydrolyseret af AChE i den synaptiske kløft (Salvaterra, 2001).  
 
AChE fungerer som regulator ved, som beskrevet ovenover, at hydrolysere neurotransmitteren ACh 
til to inaktive produkter, acetat og cholin (Figur 1.3.1). Disse to produkter stimulerer ikke den 
postsynaptiske nervemembran og derved stoppes nerveimpulsen (Fukuto, 1990).  
 
AChE er et meget nødvendigt enzym, for hvis impulsen ikke stoppes ender det med at neuronet 
depolariserer til der ikke er mere membranpotentiale fordi Na+-kanalerne holdes åbne, dette vil 
resultere i død, og det er også påvist af Salvaterra (2001) at mangel på enzymet AChE i 
embryonalstadiet resulterer i død hos Drosophila (Salvaterra, 2001). 
 
 
Figur 1.3.2. Overblik over overførsel af signal i en synapse. 1. Aktionspotentialet ankommer til den præsynaptiske nerveende. 
 2. Aktionspotentialet resulterer i aktivering af Ca2+ kanaler, som derved aktiverer vesikel transport af Acetylcholin (ACh).  
3. Acetylcholin transporteres i en vesikel ud af den præsynaptiske nerveende og ud i den synaptiske kløft, hvor det kan binde sig til 
ACh-receptoren og derved åbne Na+-kanalen på den postsynaptiske nervemembran. 4. Acetylcholinesterase (AChE) hydrolyserer 
ACh til cholin og acetat, og stopper derved nerveimpulsen. 5. cholin bliver genoptaget af den præsynaptiske nerveende, og kan derfor 
genbruges til næste ACh syntese, hvorimod acetyl-CoA bliver dannet i mitokondrierne. Acetyl-CoA bliver spaltet og det er derfor 
acetyl og cholin der tilsammen danner ACh. Modificeret fra (Highland Education, 2014). 
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Carboxylesterases funktion under normale forhold 
CbE er et enzym der er i stand til at hydrolysere carboxyl estere og amider (Sogorb & Vilanova, 
2002). Der er mange isoformer af CbE som har overlappende funktion og derfor er svære at 
klassificere. CbE er effektiv til at hydrolysere en række stoffer som indeholder ester- eller 
amidbindinger til frie syrer og alkoholer. CbE er fundet i membraner (især endoplasmisk reticulum) 
i mange slags væv (Walker, et al., 2006), og er i mennesker lokaliseret i høje koncentrationer i 
lever, tyndtarm, nyre og lunger (Satoh & Hosokawa, 2006). 
 
Mange esteraser opdeles i enten A eller B esteraser; esteraser som inhiberes af organofosfater 
kaldes B-esteraser, og esteraser der hydrolyserer organofosfater kaldes A-esteraser (Walker, 1993). 
Carboxylesteraser som CbE og AChE er to eksempler på B-esteraser (Satoh & Hosokawa, 2006). 
Måden hvorpå de inhiberes, er ved enten fosforylering af organofosfater eller carbamylering af 
carbamater ved enden på aminosyren serin som sidder ved det aktive site i enzymet (Walker, 1993). 
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1.4 Risikovurdering 
Risikovurdering er en metode til at analysere de risici miljøet udsættes for fra kemiske, biologiske 
og fysiske stress faktorer. Oftest forbindes risikovurdering med undersøgelse af farlige kemikalier 
og deres indvirkning på miljøet. I den økologiske risikovurdering bruger man data fra eksperimenter 
med flere trofiske niveauer til at bestemme en endelig påvirkning af miljøet og evaluering af 
kemikalier sker ved at teste dem på organismer fra mindst tre trofiske niveauer; Vertebrata (f.eks. 
Fisk), Crustacea (f.eks. D. magna) og Planter (f.eks. alger). I EU er risikovurdering et vigtigt krav 
når man skal kontrollere kemikaliers produktion, anvendelse og udledning (Ecocouncil, 2013).  
 
En eventuel miljørisiko bliver defineret af et kemikalies potentiale til at gøre skade, dette bliver 
oftest beskrevet ved hjælp af PBT. PBT står for Persistens, Bioakkumulering og Toksicitet og 
kemikalier bliver især målt og sammenlignet på baggrund af disse tre parametre. Toksicitets-
parameteret udregnes på baggrund af dosis-respons forsøg der kan fortælle hvilke NOEC (No 
Observed Effect Concentration), LOEC (Lowest Observed Effect Concentration), LC50 (Lethal 
Concentration for 50%) og EC50 (Effect Concentraion for 50%) værdier der er for det pågældende 
forsøg. Når disse data er fundet for tre trofiske niveauer (Planter (oftest alger), Invertebrater (oftest 
Daphnia sp.) og vertebrater (oftest Danio rerio)) udregnes en PNEC (Predicted No Effect 
Concentration) værdi ud fra data fra den mest sensitive af de tre organismer. PNEC udregnes ved at 
enten EC50 eller NOEC divideres med en sikkerhedsfaktor eller applikationsfaktor. En sikkerheds-
faktor kan variere og er oftest mellem 10-1000, alt efter den tilgængelige information fra 
toksicitetsforsøg (Tabel 1.4.1). Sikkerhedsfaktoren afhænger af forsøgsdesignet om det er et akut 
eller et kronisk forsøg og hvor mange arter der testes på (OECD, 1992), jo mere omfattende og 
gennemtestet stoffet er, jo lavere sikkerhedsfaktor, da forsøgets resultater derfor burde ligne de 
resultater man forventer at få i naturen.(Walker, et al., 2006). Til slut udregnes en risikokvotient 
(RQ) ved at dividere MEC (Measured Environmental Concentration) eller Predicted Environmental 
Concentration (PEC) med PNEC. Hvis RQ < 1 er der grund til bekymring og en handlingsplan bør 
igangsættes, hvis RQ > 1 er det acceptabelt.  
 
Når et aktiv stof skal godkendes er der flere kriterier der skal opfyldes, blandt andet må 
restkoncentrationen ikke have en uacceptabel indvirkning på miljøet eller have skadelig virkning på 
menneskers eller dyrs sundhed. Derudover må selve aktivstoffet ikke have en uacceptabel 
indvirkning på biodiversitet, økosystem eller arter udenfor målgruppen (Artikel 4). 
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Førstegangsgodkendelse for pesticider gives for en periode på højst ti år (Artikel 5) og bliver givet 
på baggrund af aktivs stoffets minimumsrenhedsgrad, præparattype, anvendelsesmetode og behov 
for at iværksætte risikobegrænsende foranstaltninger (Artikel 6). For at få et pesticid godkendt skal 
der fremlægges resumeer og resultater af alle forsøg og vedlægges en begrundelse for hvorfor disse 
forsøg er nødvendige og hvilke forholdsregler der er taget i den forbindelse (Artikel 8). Et aktivstof 
godkendes desuden kun hvis stoffet ikke anses for at være persistent og opfylder toksicitetskriteriet 
som er, at NOEL ved langtidseksponering af saltvands- eller ferskvandsorganismer, skal være under 
0,01 mg/L. (EF, 2009). Økotoksicitetstest på akvatiske organismer er derfor et vigtigt skridt på 
vejen når et kemikalie skal evalueres (Luigi, et al., 2012).   
 
Tabel 1.4.1 Sikkerhedsfaktoren afhænger af den tilgængelige information i for hold til forsøgsdesign og forsøgsorganismer. 
Sikkerhedsfaktoren bruges for at tage højde for usikkerheden ved at lave toksicitetstest (OECD, 1992). 
Tilgængelig information Sikkerhedsfaktor 
Laveste akutte LC50/EC50 ved brug af en eller to akvatiske organismer 1000 
Laveste akutte LC50/EC50 ved brug af alge, krebsdyr og fisk 100 
Laveste NOEC værdi ved kroniske test ved brug af alge, krebsdyr og fisk 10 
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2 Materialer og metoder 
Her beskrives indsamling og kultivering af forsøgsdyr, udregning af forholdet mellem alder ved 
eksponering og alder ved første reproduktion, dosis-responsforsøg for begge arter, opstillingen af 
det endelige to-puls forsøg, homogenisering af dyr, fremgangsmåde for enzymassays og de brugte 
beregninger og statistik. 
2.1 Indsamling af forsøgsdyr 
2.1.1. Hyalella azteca 
Næringsvand (NV) og kulturforholdene som H. azteca befandt sig under inden, og under forsøget 
kan læses i Appendix A. H. azteca til brug i forsøgene blev indsamlet ved at placere en 500 µm 
sigte oven på en 425 µm sigte, under vand, og sætte en stærk lyskilde over. Forsøgsorganismerne 
som blev sigtet var af varierende alder og størrelse og sigtningen var derfor essentiel for at få en 
ensartet forsøgspopulation. Den stærke lyskilde blev brugt da H. azteca har negativ fototaksi, det vil 
sige at de bevæger sig væk fra stærke lyskilder (Phipps, 1915). Derved blev forsøgsorganismerne 
sorteret i tre grupper; dem der ikke kunne trænge igennem den første si, dem der kunne trænge 
igennem den første sigte men ikke den anden og dem der kunne trænge igennem begge sigter. De 
forsøgsorganismer der formåede at trænge igennem den første sigte på 500 µm men ikke den anden 
sigte på 425 µm, havde en gennemsnitlig kropslænge på 1,4 mm (US EPA, 2000), hvilket er 
sammenligneligt med en alder på 7-9 dage (Pedersen, 2012). Denne alder er anbefalet til brug i 
toksicitetstest af US EPA (2000) men i dette forsøg udtages H. azteca ved 7-9 dage og får derefter 
lov til at vokse yderligere 7 dage. På denne måde har vi et bedre sammenligningsgrundlag med D. 
magna (juvenile på 4-5 dage) da de vil være på samme stadie i deres livscyklus og have den samme 
procentvise tid til første reproduktion. Vi havde desuden oprindeligt til hensigt at udføre to-puls 
forsøg på både D. magna og H. azteca, men der var desværre ikke tid nok. Grunden til, at både D. 
magna og H. azteca skulle være denne alder var for at få nok væv til at måle vores enzymassay; 
AChE og CbE. Det er ydermere blevet vist, at sensitiviteten af D. magna ikke var signifikant 
forskellig (p<0,05) overfor Pirimicarb ved forskellige aldre (Andersen, et al., 2006). 
Sammenligningsalderen er udregnet på baggrund af en estimeret første reproduktion for H. azteca 
omkring 40 dage, ved 20˚C (de March, 1981), og en estimeret første reproduktion for D. magna 
omkring 5-10 dage ved 25˚C (Ebert, 2005). Da alderen for første reproduktion vil være højere ved 
lavere temperatur (20˚C) har vi brugt 10 dage som udgangspunkt og regnet videre på det. Derved 
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udregnedes forholdet mellem ’første reproduktionsalder’ og ’juvenilstadie alderen’ gange de 40 
dage som er H. aztecas alder ved første reproduktion. 
 
Forholdet mellem alderen på eksponeringstidspunktet og alder ved første reproduktion 
(aldersfaktor) hos D. magna: 
4		
10	
= 0,4 
 
H. aztecas første reproduktion gange aldersfaktoren giver en estimeret alder af H. azteca i samme 
stadie som en 4-5 dage gammel D. magna.  
 
40		 ∙ 0,4 = 16	 
 
Ved sigtning er H. azteca 7-9 dage plus 7 dage under optimale vækstforhold = 14-16 dage gamle H. 
azteca. 
 
2.1.2. Daphnia magna 
Forholdene D. magna befandt sig under kan læses i Appendix B. Måden hvorpå at vi udtog 4-5 
dage gamle D. magna var ved at filtrere neonater (<24 timer gamle) fra dafnier som var omkring 4 
uger gamle og lade dem stå under gode vækstforhold i 4 dage.  
 
2.2 Dosis-respons forsøg 
2.2.1. Hyalella azteca 
Fire dosis-respons forsøg med H. azteca og Pirimicarb blev udført for at bestemme EC50, da denne 
værdi endnu ikke er kendt for Pirimicarbs indvirkning på H. azteca. Udgangspunktet for forsøgene 
var EC50 værdier for Pirimicarb for D. magna på 20 µg/L ved 24 timers eksponering og 16 µg/L ved 
48 timers eksponering (Andersen, et al., 2006). Et tidligere pilotforsøg med H. azteca eksponeret 
for Pirimicarb viste at H. azteca var mere tolerant overfor Pirimicarb end D. magna (A. Palmqvist, 
personlig kommunikation). Til forsøgene blev der brugt standardiserede Daphnia magna multi well 
testplader. Der blev brugt 3 individer af H. azteca per brønd fordelt over 4 brønde (replikater) i 6 
koncentrationer; i alt 60 forsøgsorganismer per dosis-respons forsøg. Første forsøg blev udført med 
og uden acetone som carrier, i de resterende forsøg blev der tilsat acetone hver gang. Et carrierstof, 
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typisk organiske opløsningsmidler, er flydende og kan opløse faste substanser. I dette tilfælde 
hjælper acetone med at opløse Pirimicarb i vand (Pubchem, 2014). I forsøget med acetone 
benyttedes en koncentration på maksimum 1 mL acetone per 1 L opløsning hvorved Pirimicarb 
lettere kunne opløses i vandfasen, og stadig uden at påvirke forsøgsdyrenes overlevelse (Barata, et 
al., 2004). Første og andet forsøg havde en koncentrationsrække med 6 koncentrationer i intervallet 
0 – 500 µg/L både med og uden acetone. Da selv den højeste koncentration ikke var høj nok til at 
forårsage 50 % immobilisering udvidede vi med et tredje forsøg i et koncentrationsinterval på 0 – 
2.000 µg/L med acetone. Da dette heller ikke gav resultater udførtes et sidste forsøg med et interval 
på 0 – 10,000 µg/L med acetone, hvorved en EC50 endelig kunne findes (kapitel 3, Resultater). Data 
fra alle dosis-responsforsøg findes i Appendix G.  
 
Før de egentlige koncentrationer blev blandet, blev en Pirimicarb stamopløsning lavet og derfra 
fortyndet til de valgte koncentrationsgradienter i dosis-respons forsøget. Til det endelige dosis-
respons forsøg for H. azteca afvejedes 0,998 g Pirimicarb i handskeboks til 100 mL milli-Q vand i 
volumetrisk kolbe for en stamopløsning med en koncentration på 0,998g/L. Derefter blev 
stamopløsningen fortyndet til de rette koncentrationer med Næringsvand (Tabel 2.2.1). Der blev 
tilsat 10 mL opløsning til hver brønd.  EC50 værdien blev fundet til ca. 2.500 µg/L og blev dernæst 
brugt som udgangspunkt til vores puls forsøg, som er beskrevet nedenfor. 
 
Tabel 2.2.1 Fortyndinger til koncentrationsgradient i det endelige dosis-respons forsøg for H. azteca. 
Koncentration 
[µg/L] 
Mængde Stamopløsning 
(1g/L) [mL] 
Mængde Næringsvand 
[mL] 
Endelig volumen 
[mL] 
0 0,00 50,00 50 
998 0,50 49,50 50 
1.996 1,00 49,00 50 
4.990 2,50 47,50 50 
7.485 3,75 46,25 50 
9.980 5,00 45,00 50 
 
 
2.2.2. D. magna 
Et dosis-respons forsøg med D. magna og Pirimicarb blev udført for at bestemme EC50 og LC50, da 
dette vil danne grundlag for en sammenligning af de to beslægtede modelorganismers forskellige 
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tolerance over for samme insekticid. Udgangspunktet for forsøgene var EC50 værdier for Pirimicarb 
for D. magna på 20 µg/L ved 24 timers eksponering og 16 µg/L ved 48 timers eksponering 
(Andersen, et al., 2006). Til forsøgene blev der brugt standardiserede Daphnia magna multi well 
testplader. Der blev brugt 5 individer af 4-5 dage gamle D. magna per brønd fordelt over 4 brønde 
(replikater) i 6 koncentrationer; i alt 120 forsøgsorganismer per dosis-respons forsøg. Der blev tilsat 
10 mL opløsning i hver brønd. Koncentrationsrækken lå på 0 µg/L – 40 µg/L (Tabel 2.2.2). 
Stamopløsningen blev lavet ved at afveje 10,0 mg Pirimicarb i handskeboks og opløse det i 100 mL 
milli-Q vand til en opløsning på 100 mg/L. 
 
Tabel 2.2.2 Fortyndinger i dosis-respons forsøg med D. magna 
Koncentration [µg/L] Mængde Stamopløsning 
(100mg/L) [µL] 
Mængde M7 medie 
[mL] 
Endelig volumen 
[mL] 
0 0,00 50,00 50 
10 50 49,95 50 
15 75 49,925 50 
20 100 49,90 50 
30 150 49,85 50 
40 200 45,80 50 
  
2.3 Forsøgsopstilling 
For at undersøge Pirimicarbs indvirkning på H. azteca opstillede vi et to-puls forsøg der dækkede 
over eksponering af både høj og lav koncentration og undersøgte eventuelle posteksponerings 
effekter, såsom forsinket toksicitet. Den høje og lave koncentration er integreret, hvilket betyder, at 
vi for 48 timers eksponeringen brugte den EC50 vi fandt i dosis-responsforsøgene (2500 µg/L; se 
endvidere kapitel 3) og i 4 timers eksponeringen brugte en koncentration 12 gange højere end 48 
timers EC50-værdien (30,000 µg/L) da eksponeringstiden var 1/12 af de 48 timer. Forsøget blev 
udført i standardiserede Daphnia magna multi well testbrønde magen til dem der blev brugt i dosis-
respons forsøgene. Der blev udført i alt 4 replikater, hvoraf det ene, replikat 1, fungerede som 
pilotforsøg og stod under andre klimatiske forhold end de resterende tre replikater. Replikat 1 
bruges derfor ikke til enzymassays eller videre tolkning. På Figur 2.3.1 ses opstillingen over 
forsøget på pladen, H1 til H4 står for Høj koncentration prøve 1 til 4. NVH2 til NVH4 er de 
tilhørende brønde med Næringsvand (NV) som bruges i interval mellem pulsene. L1 til L4 står for 
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Lav koncentration og de tilhørende NVL2 til NVL4 er de brønde med Næringsvand som 
forsøgsdyrene overføres til mellem pulsene. CH1 til CH4 og CL1 til CL4 er kontrollerne til 
henholdsvis Høj og Lav koncentration, disse indeholder kun Næringsvand. Betegnelsen NVCH2 til 
NVCH4 og NVCL2 til NVCL4 er de tilhørende Næringsvand brønde som bruges som interval. Der 
blev fodret med en grødlignende substans bestående af kaninpiller opløst i vand én gang ved 
forsøgsstart i samtlige NV brønde.  
 
 
Figur 2.3.1 Forsøgsopstilling på plade med brønde. H1-H4 står for Høj koncentration og L1-L4 for Lav koncentration. NVH2- 
NVH4 og NVL2-NVL4 er de brønde hvor H. azteca overføres til mellem pulsene. CH1-CH4 og CL1-CL4 er kontroller. Kontrollerne 
har derfor tilhørende NVCH2- NVCH4 og NVCL2-NVCL4, så det kun er pesticid koncentrationen der er til forskel på kontrol og 
prøver. 
 
For hver koncentration blev der brugt 20 H. azteca, dermed 5 dyr i hver brønd. Der blev brugt 3 dyr 
til hvert enzymassay, men da dyrene skal være levende når de tages ud regnede vi med ekstra i 
tilfældet af dødsfald. Når dyrene blev taget ud til enzymassay, blev de skyllet tre gange med NV, 
for at fjerne overskydende Pirimicarb, da det kan have stor påvirkning på enzymassayet og derfor 
give forkerte resultater (Jemec, et al., 2007). Derefter blev de overført til et 2 mL eppendorfrør og 
sat i fryseren ved -80˚C.  
 
Figur 2.3.2 illustrerer forsøgsforløbet. Første puls spændte over 4 timers eksponering af 20 H. 
azteca ved 30.000 µg/L, hvorefter 15 stk. H. azteca blev overført til andre brønde bestående af 
næringsvand (NVH2-NVH4) og 5 stk. H. azteca blev udtaget til enzymassays (H1). Efter 24 timers 
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interval i Næringsvand blev 5 stk. H. azteca (H2) udtaget til enzymassays, og 10 stk. H. azteca 
overført til brønde med den samme høje koncentration på 30.000 µg/L (H3-H4) i yderligere 4 timer, 
dette var anden puls. Derefter blev 5 stk. H. azteca (H3) udtaget til enzymassays og de resterende 5 
stk. H. azteca blev overført til en brønd med Næringsvand (NVH4) i 48 timer hvor eventuelle 
posteksponeringseffekter kunne blive observeret. Efter de 48 timer blev det sidste hold forsøgsdyr 
udtaget(H4). Der blev udtaget forsøgsdyr i alt fire gange for at teste forskellen i AChE og CbE i 
løbet af forsøgsperioden. Den samme fremgangsmåde gælder for Lav koncentration eksponeringen 
hvor de to pulse havde en varighed på 48 timer i stedet for 4 timer. 
 
 
Figur 2.3.2 Forsøgsforløbet. Øverst vises forsøget med Høj koncentrations eksponering og nederst vises forsøget med Lav 
koncentrations eksponering. H1-H4 og L1-L4 er de prøver vi tager ud ved de forskellige tider, H1 og L1 blev udtaget efter den første 
puls ved henholdsvis Høj eller Lav koncentration. H2 og L2 blev udtaget efter yderligere at have været i Næringsvand i 24 timer. H3 
og L3 blev udtaget efter anden puls og H4 og L4 blev udtaget efter 48 timer for at se på eventuelle eftervirkninger af Pirimicarb. 
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2.4 Enzymassays 
Der blev udført tre forskellige assays i dette projekt, det ene assay er et proteinassay der er 
nødvendigt for at bestemme den reelle mængde protein i hver prøve. De to andre assays er 
enzymassays der bestemmer aktiviteten af henholdsvis CbE og AChE. Data fra CbE og AChE 
assays afhænger af den relative proteinmængde målt i hvert replikat og normaliseres derfor i forhold 
til proteinmængden, så vi får et endeligt udtryk for enzymaktivitet per mg protein. Prøverne måles i 
to forskellige spektrofotometre (Figur 2.4.1), hvor absorbansen er et udtryk for hvor meget protein 
eller hvor høj enzymaktivitet der er til stede i prøven.  
 
 
Figur 2.4.1  1.Multiscan FC Microplate Photometer til AChE. 2. SpectroChrom UV-1601 til Protein og CbE 
 3.Microtiter plade brugt til AChE 4. Kvarts kuvette brugt til CbE assay. 
 
2.3.1. Homogenisering af prøver 
Hver prøve indeholdende 3 dyr blev homogeniseret i 500 µL homogeniseringsbuffer.  
Homogeniseringsbufferen blev fremstillet af 0,745 g KCL og 0,0377 g EDTA i en 100 mL 
volumetrisk kolbe fortyndet med en pH-buffer (pH:7,4). pH-bufferen blev lavet ved at justere pH i 
opløsningen med H3PO4 for at gøre opløsningerne mere sure. Homogenisatoren var en IKA VDI-12 
(VWR) som blev tændt på højeste indstilling og brugt til al væv var opløst i en ensartet blanding. I 
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de prøver hvori der kun var to dyr (replikat 3: H4, CH4, CL4 og replikat 4: L4 og CL4, Appendix 
F) blev 2/3 af homogeniseringsbufferen brugt, altså 333 µL. Derefter blev prøverne sat i centrifugen 
(Sigma 3-18 K, Thermo Fischer Scientific) ved 4˚C, 10.000 G i 10 minutter for at omrøre 
blandingen og adskille eventuelle større vævsfragmenter fra den homogeniserede blanding. 
 
2.3.3. Proteinbestemmelse 
Den totale mængde af protein i hver prøve blev bestemt ved at bruge Bradfords metode (Bradford, 
1976). Bradfords metode går kort fortalt ud på at et blåt farvestof, Coomassie Brilliant Blue G-250, 
bindes til protein i den testede prøve hvilket resulterer i en ændring af absorptions maximum for 
Coomassie Brilliant Blue fra 365 nm når der ikke er bundet protein til 595 nm når der er bundet til 
protein. Absorbansen af prøven ved 595 nm blev aflæst på SpectraChrom UV-1601 (Shimdzu). 
 
Først blev et Protein Reagent forberedt ved at 100 mg Coomassie Brilliant Blue G-250 blev afvejet 
og opløst i 50 mL 95 % ethanol i en 1 L volumetrisk kolbe, forsigtigt blev 100 mL 85 % (w/v) 
fosforsyre tilsat og fortyndet med milli-Q vand til en endelig volumen på 1 L. De endelige 
koncentrationer af opløsningerne var 0,01 % Coomassie Brilliant Blue G-250, 4,7 % ethanol og 8,5 
% fosforsyre. Opløsningen blev opbevaret ved stuetemperatur i en tætsluttende mørk flaske. Der 
blev tilsat 3 mL Protein Reagent og 100µL std./prøve til hver kuvette, der blev inkuberet ved 30 ˚C i 
5 min inden måling. Kontrollen bestod udelukkende af 0.15 M NaCl buffer. Standardrækken blev 
lavet ud fra Bovine Serum Albumin (BSA) med en koncentration på 750 mg/L til en 
koncentrationsrække på 100, 50 og 25 mg/L. Der blev lavet en ny standardrække for hver gang vi 
gennemførte assays (replikat 3 og 4 fik samme standardrække, da de blev udført samtidigt) i 
laboratoriet da spektrofotometre er meget følsomme og kan have små måleuligheder for hver gang 
de bliver tændt (Appendix C). 
 
2.3.1. Acetylcholinesterase 
Aktiviteten af Acetylcholinesterase blev målt ved Ellman metoden (Ellman, et al., 1961) tilpasset til 
micro-titer-plader (Herbert, et al., 1995). Proceduren blev beskrevet i (Guilhermino, et al., 1996). 
Aktiviteten er udtrykt i units per mg protein, hvor Unit er 1 µmol acetylcholine hydrolyseret til 
cholin og acetat per minut ved 30˚C  (Sigma Aldrich, 2014). 
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Til assayet blev der fremstillet en Farve Indikator, et Substrat og en Reaktionsbuffer, 
Reaktionsbufferen blev fremstillet friskt hver gang, og mængden varierede alt efter hvor mange 
prøver vi havde.  
 
Først blev en pH buffer fremstillet med en pH på 8,0, dette blev gjort ved at justere pH i 
opløsningen med H3PO4 for at gøre opløsningerne mere sure. Denne blev brugt til Farveindikatoren 
og Reaktionsbuffer. Stam-Bufferen blev fremstillet ved at afveje 7,0985 g Na2HPO4 og fortynde i 
en 500mL volumetrisk kolbe med milli-Q vand til en endelig volumen på 500 mL.  
 
Farveindikatoren, der er gul, blev fremstillet ved at afveje 78,2 mg dithionitrobenzoic acid (DTNB) 
og 30,6 mg NaHCO3 og overføre dem til en 20 mL volumetrisk kolbe og derefter fortynde med pH 
buffer på pH 8,0 indtil en endelig volumen på 20 mL var nået. Kolben blev derefter stillet mørkt 
eller påført folie for at skærme mod lys. Substratet blev fremstillet ved at afveje 216,8 mg 
Acetylthiocholine Iodid (AChI) i en 10 ml volumetrisk kolbe og fortynde med milli-Q vand til en 
endelig volumen på 10 mL og der blev påført folie om kolben. Reaktionsbufferen blev fremstillet 
ved at blande 30 mL pH buffer, 1 mL 10 mM DTNB og 200 µL substrat. 
 
Der blev tilsat 250 µL reaktionsbuffer til alle brønde og 100 µL standard eller prøve i alle brønde 
undtagen Blank, der udelukkende bestod af Reaktionsbuffer. Standardkurven blev lavet fra en 
stamopløsning på 250 U/mL AChE (Sigma Aldrich) og blev fortyndet til en koncentrationsrække på 
0,1, 0,025, 0,01, 0,005 og 0,001 U/mL. Der blev lavet en ny standardrække for hver gang vi 
gennemførte et replikat i laboratoriet. Derefter blev pladen, med både standardkurve og prøver, 
inkuberet med folie over i 15 min ved 30˚C og sat i Multiscan FC Microplate Photometer (Figur 
2.4.1), for at måle absorbansen. 
 
2.3.2. Carboxylesterase 
Enzymaktiviteten af CbE blev målt ved ultraviolet spektrofotometrisk assay af α-Naphtyl Acetate 
(Mastropaolo & Yourno, 1981). Absorbansen blev målt ved 235 nm i en kvarts-kuvette (Figur 
2.4.1). Til enzymassayet blev et substrat, en MES buffer og en reaktions buffer fremstillet. 
Substratet blev fremstillet ved at afveje 9,3 mg 1-naphthylacetal+methoxyethanol, overføre det til 
en volumentrisk kolbe og fortynde med milli-Q vand til en endelig koncentration på 10 mL. MES-
bufferen blev fremstillet ved at veje 0,9765 g MES i en 500 mL volumetrisk kolbe og fortynde med 
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milli-Q vand til en endelig koncentration på 500 mL. pH justeredes til 6,4 med 1 M NaOH. 
Reaktionsbufferen blev fremstillet friskt hver gang ved at blande 3 mL MES buffer og 12 µL αNa 
substrat per kvarts-kuvette. Aktiviteten er udtrykt i units per mg protein, hvor Unit er 1 µmol ethyl 
butyrate hydrolyseret til smørsyre og ethanol per minut ved 30˚C og pH 8,00 (Sigma Aldrich, 
2014). 
 
Hver kuvette indeholdt 3 mL reaktions mix og 100 µL standard eller prøve og blev inkuberet ved 
30˚C i 5 min inden brug. Blank bestod kun af Reaktionsbuffer. Standardrækken blev lavet ud fra en 
stamopløsning på 150 U/mL CbE og blev fortyndet til en koncentrationsrække på 0,015, 0,030 og 
0,15 U/mL. Der blev lavet en ny standardrække for hver gang vi gennemførte et replikat i 
laboratoriet (Appendix E).  
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2.5 Beregninger og statistik 
2.5.1. Beregninger 
Proteinberegningerne blev udregnet ved først at lave en graf over standardrækkens målinger og få 
ligningen for den lineære tendenslinje gennem de tre målingers punkter. Tendenslinjen blev sat til at 
skære i (0,0) og hældningen (a) blev aflæst. Derefter fandt vi x for hver prøve ved at dividere y med 
a. 
 =  ∙ 	 ↔  =


 
Dette resultat, x, er mængde protein per prøve i mg/L. Til slut omregnede vi mg/L til mg/mL ved at 
dividere med 1000. Dette resultat bliver brugt i AChE og CbE udregninger for at normalisere 
aktiviteten i forhold til aktivitet per mg protein da forsøgsdyrene varierer meget i størrelse og 
derved i proteinindhold (Appendix M). Fremgangsmåden for AChE var den samme som for 
proteinberegningerne med hensyn til at lave en tendenslinje over standardrækken og beregne x, som 
her er AChE målt i U/mL. Dog havde vi i AChE assayet nogle ’blanks’ som blev fratrukket de rå 
data for hver prøve inden x blev udregnet. For at udregne AChE i U/mg protein dividerede vi x med 
proteinindholdet i den pågældende prøve (Appendix K).  Fremgangsmåden for CbE var den samme 
for proteinberegninger med hensyn til at lave en tendenslinje, finde x og dividere med 
proteinindhold i den pågældende prøve. Her er x udtrykt som CbE målt i U/mL og det endelige 
resultat efter at have divideret med proteinindhold er CbE i U/mg protein (Appendix L). 
Det er de sidste udregninger (aktivitet per mg protein) der vises som søjlediagram i resultatafsnittet 
og sammenlignes og diskuteres i diskussionen.  
 
2.5.2. Statistik 
For at beregne EC50 værdierne fra dosis-respons forsøg for både H. azteca og D. magna brugte vi 
softwaren R (R project, 2014). For at sammenligne vores kontrolprøver (CH1-CH4 og CL1-CL4) 
brugte vi en-vejs ANOVA. For sammenligning af aktivitet med tid, behandling og interaktion 
mellem behandling og tid blev to-vejs ANOVA brugt. I tilfælde af at der ikke var nogen signifikant 
interaktion mellem behandling og tid, blev testen kørt igen for at undersøge de to variable 
uafhængigt af hinanden. For at bruge en ANOVA test skal data være normalfordelt og derfor brugte 
vi Kolmogorov-Smirnovs test og Levenes test for at se om data var normalfordelt og tjekke 
homogenitet for varianserne. Al statistisk analyse blev udført ved hjælp af programmet Systat 
version 13 og et signifikans niveau på 5 % blev brugt.  
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3 Resultater 
3.1 Dosis-respons resultater 
Et dosis-respons forsøg med H. azteca blev udført og en EC50 værdi på 2486,30 µg/L blev fundet 
efter 48 timers eksponering af Pirimicarb (Figur 3.1.1 A). Ligeledes blev et dosis-respons forsøg for 
D. magna udført og en EC50 på 1,12 µg/L blev fundet efter 48 timers eksponering med Pirimicarb 
(Figur 3.1.1 B).  
 
Figur 3.1.1 Dosis-respons kurver for H. azteca (A) og D. magna (B) 
Vi har derudover fået stillet en dosis-respons kurve til rådighed fra NAB gruppen (Figur 3.1.2). 
Denne kurve viser immobilisering af D. magna ved 48 timers eksponering af Pirimicarb i samme 
koncentrationer som vi testede ved, dog er forsøgsdyrene neonater, altså >24 timer gamle. Deres 
resultater viser en EC50 på 14,85 µg/L. 
 
Figur 3.1.2 Dosis-respons kurve for D. magna neonater 
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3.2 To-puls forsøgs resultater 
Acetylcholinesterase aktivitet 
Oversigt over aktiviteterne for både AChE og CbE ses på Figur 3.2.1. Middelværdierne for AChE 
aktiviteten i kontrollerne lå indenfor 0,169-0,289 U/mg protein bortset fra CL 4 som var 0,488 
U/mg protein. Der var dog ingen signifikant forskel på kontrollerne mellem de forskellige tider (en-
vejs ANOVA p=0,946) eller behandling (p=0,453). Middelværdierne for de eksponerede prøver 
rangerede mellem 0,072-0,292 U/mg protein bortset fra L4 der havde en negativ middelværdi på  
-0,012 U/mg protein. Der ses en svag tendens til at AChE aktiviteten falder fra prøve L1 til L4, der 
er dog ingen signifikant forskel (to-vejs ANOVA) på hverken tid (p=0,779), behandling (p=0,131) 
eller interaktion mellem behandling · tid (p=0,188) i kontroller eller eksponerede prøver.  
Carboxylesterase aktivitet 
Middelværdien for CbE aktiviteten i kontrollerne lå alle indenfor -1,333 til 0,498 U/mg protein 
bortset fra prøve CL4 der lå på 0,726 U/mg protein. Der var signifikant forskel på tid (en-vejs 
ANOVA p=0,028) men ikke behandling (p=0,824). Middelværdierne for de eksponerede prøver 
rangerede mellem – 0,755 til 0,593 U/mg protein bortset fra L4 der lå på 0,845 U/mg protein og H1 
der lå på -1,0863 U/mg protein. Der var ingen forskel på hverken tid (p=0,084), behandling 
(p=0,919) eller interaktion mellem behandling · tid (p=0,926) ved en to-vejs ANOVA.  
 
Figur 3.2.1 Her vises søjlediagram over prøver sammenlignet med kontroller som gennemsnit af triplikater. Alle de mørkeblå søjler 
repræsenterer prøverne, de lyseblå søjler repræsenterer kontrollerne, der vises fejllinjer for hver prøve. A viser AChE prøver og 
kontroller i høj og lav koncentration. B viser CbE prøver og kontroller i høj og lav koncentration.  
  
 31 
 
4 Diskussion 
Resultaterne for AChE, viste at der ikke var en signifikant forskel på aktiviteten i forhold til tid eller 
behandling, hvilket vil sige at AChE aktiviteten ikke ændres ved pulseksponering af H. azteca til 
Pirimicarb. Dette kan skyldes flere ting, så som resistens, dette vil vi komme nærmere ind på 
herunder. CbE resultaterne viste at der var en signifikant forskel for aktivitet i forhold til tid, men 
ikke i forhold til behandling. Dette vil sige at tiden har påvirket CbE aktiviteten i både kontrol og 
eksponeret, men at aktiviteten ikke ændres mellem behandlingerne, som vi havde en formodning 
om at de ville.  
 
Da vores CbE resultater alle blev negative, prøvede vi at gennemføre replikat 4 med en 
inkuberingstid ved 30˚C på 10 minutter i stedet for 5 minutter. Dette hjalp os til at få positive 
resultater, omend meget lave. Disse kan ses i Appendix H. Grunden til at CbE først gav positive 
resultater efter en længere inkubationstid er at det har været til stede i tilpas små mængder og var 
længere om at danne produkt. Vores resultater med de negative værdier, påvirkes af tiden som 
faktor, men ikke for behandling, som var forventet. Dette tyder på at det ikke er Pirimicarb som 
påvirker CbE, men måske en anden faktor som ikke måles. For at få brugbare CbE data, skal CbE 
assayet optimeres eventuelt med henblik på inkuberingstid eller total proteinmængde.  
 
Som det kan ses i Appendix C, Appendix D og Appendix E er standardrækkerne meget forskellige 
fra gang til gang. Dette skyldes at spektrofotometrene er meget følsomme over for hvor meget lys 
der er i rummet, og for hver gang maskinerne bliver tændt og slukket kan absorbans målingen 
ændres en smule. Derfor er det meget vigtigt at lave en standardkurve hver gang man bruger et 
spektrofotometer og justere sine målinger efter denne.  Dog kan det med især Protein målingen 
være rigtig svært at få en acceptabel standardkurve da absorbansen af BSA er meget følsom og 
desuden nedbrydes en smule over tid. Absorbansen af BSA blev dog målt inden hvert proteinassay, 
og blev fundet acceptabel ved begge målinger, da absorbansen var den samme. Forskellen på 
standardrækkerne bliver der taget højde for, da alle prøverne udregnes på baggrund af den 
tilhørende standardrække, og anses derfor ikke som relevant som påvirkende faktor til vores 
forsøgsresultater. 
 
Ligesom de March (1981) fandt vi H. azteca til at være kannibalistiske under forsøget, især under 
de længere tidsperioder. Vi observerede ikke direkte kannibalistisk adfærd men så flere gange at der 
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lå et exoskelet tilbage uden tilhørende H. azteca og vi observerede 1/3 af en H. azteca, som vi 
formodede der var blevet spist af. De March (1981) fandt H. azteca kannibalistisk under stressede 
situationer i toksicitetsforsøg, som vores er. Vi må konstatere at H. azteca er ret hårdfør på mange 
områder, da forsøget spændte over 8 dage og der ikke blev skiftet vand. Om oxygenindholdet er 
faldet undervejs i forsøget er ikke blevet testet, og da vi har fodret H. azteca med kaninpillemos, 
kan der være mikroorganismer som har brugt en del af oxygenet og derfor have påvirket H. azteca 
både i kontrol og eksponerede prøver.  
 
Borgmann et al. (1989) observerede en konstant mortalitet i sin H. azteca kultur men mener ikke det 
skyldtes kannibalisme. Det at H. azteca ikke var kannibalistiske mener han, er en fordel i 
toksicitetstest. En anden amfipod Gammarus fasciatus har dog velkendte kannibalistiske tendenser 
og er af Borgmann et al (1989) blevet observeret spise egne døde. Borgmann et al. (1989) nævner 
også Hargrave (1970) der fandt at H. azteca ikke ville spise egne døde, end ikke hvis det var den 
eneste tilgængelige fødekilde (Borgmann, et al., 1989).  I vores assays blev der blandt andet testet 
AChE, CbE og Protein i prøver hvor enten nogle af dyrene eller alle dyrene var døde eller 
inhiberede, da der ikke var nok levende dyr til at lave assayet. Dette kan have påvirket vores 
resultater, da AChE og CbE nedbrydes efter organismen er død, og burde derfor give os lave 
resultater. Den kannibalistiske adfærd som vi observerede er også ødelæggende for forsøgs-
resultaterne, da det vanskeliggøre forsøgsproceduren. De dyr som var blevet spist, kunne måske 
have overlevet forsøget og være blevet brugt i assaysene. Der burde derfor testes for om denne 
kannibalistiske adfærd for eksempel er et resultat af sult, stress eller pladsmangel, da der derefter 
kunne blive taget højde for dette i fremtidige forsøgs designs. 
 
Når et forsøg skal designes skal en modelorganisme vælges, men da kemikalier kan være meget 
specifikke kan det være svært at ekstrapolere data til andre arter (Walker, et al., 2006). Det er derfor 
vigtigt, så vidt det er muligt, at teste på organismer som reelt vil blive påvirket i miljøet. Den 
population af H. azteca og D. magna som vi har brugt til forsøg er kultiveret i laboratorier, og det 
kan derfor risikeres at organismerne som vi brugte, ikke er sammenlignelige med dem som befinder 
sig i miljøet. Som Wang et al. (2004) og Borgmann et al. (2005) foreslår, kan H. azteca muligvis 
dække over flere arter og disse kan variere i adfærd for eksempel med nedgravningstendens (Wang, 
et al., 2004; Borgmann, et al., 2005). Vores forsøg foregår i det akvatiske miljø og når der laves 
forsøg i vand kan det være svært at holde koncentrationen konstant (Walker, et al., 2006). Måderne 
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hvorpå et kemikalie kan falde i koncentration, er for eksempel fordampning, nedbrydning i vand og 
nedbrydning i forsøgsorganismen. Dette kan have effekt på ens forsøg hvis kemikaliet kun tilføres 
én gang og ellers nedbrydes hurtigt. Pirimicarb er et meget stabilt kemikalie i vand når det kommer 
til nedbrydning ved hydrolyse i pH 5-9, men nedbrydes relativ hurtigt af fotolyse (PPDB 
Management Team, 2013). Under pulsforsøget blev koncentrationen ikke målt og vi kan derfor ikke 
være sikre på at koncentrationen har været konstant i både første og anden puls. Da det fulde forsøg 
varede 8 dage (L4) må nedrydningen derfor regnes for at være minimal. I vores forsøg har vi brugt 
insekticidet Pirimicarb, i dets rene form, men i landbruget bruges Pirimicarb som aktiv stof i 
kommercielle insekticider og der er derfor også andre hjælpestoffer iblandet. Det er vist at 
kommercielle pesticider kan være mere giftige end de rene aktiv stoffer (Soloneski & Larramendy, 
2012). Hvis dette er tilfældet, kan vores resultater med Pirimicarb være misvisende, i forhold til de 
pesticider der bruges i miljøet, da Pirimicarb måske vises mindre giftigt i laboratorieforsøg end det 
er tilfældet i naturen. Det ville derfor være at foretrække at teste på kommercielle pesticider, men 
dette er en større opgave da der findes mange flere kommercielle pesticider end aktive stoffer og det 
måske til dels er hjælpestofferne der kan være medvirkende til den øgede giftighed af de 
kommercielle pesticider. 
  
Når der bliver lavet standardiserede akutte og kroniske toksicitets test bliver de oftest lavet uden 
tanke for om de reelt ville finde sted i den virkelige natur, derfor laves der nu flere og flere 
pulsforsøg for at efterligne naturen bedre. Som Boxall et al. (2002) også skriver, sker pesticid-
forurening oftere som et resultat af regnskyl, der vasker pesticider fra markerne ned til vandløbene, 
end som konstant udledning af en forudbestemt pesticidkoncentration. Boxall et al. (2002) forklarer 
ydermere at den tidligere fremgangsmåde brugt i standardiserede test måske kunne resultere i både 
over- og undervurderinger af et kemikalies reelle toksicitet. Der er også en anden metode der tager 
hånd om endnu flere parametre. Denne metode kaldes flow-through eksponering og simulerer en 
puls på en mere realistisk måde ved at lade pulsen løbe over tid i mens den bliver fortyndet med 
vand og derved danner en rumlig gradueringsforskel i koncentrationen. Dette afbilder et vandløbs 
naturlige gennemstrømning bedre og kan derfor sikre mere reelle resultater der lettere kan 
ekstrapoleres til naturen  (Boxall, et al., 2002).  
 
Andersen et al. (2006) undersøgte hvorvidt D. magna kunne restituere sig efter en pulsudledning af 
Pirimicarb og eventuelt overleve en sekundær puls. De konkluderer i deres artikel at selvom D. 
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magna genopretter deres mobilitet efter første Pirimicarb puls er deres generelle helbred ikke 
tilbage til normalt og eksponering til den sekundære puls er fatal. Disse forsøg blev udført på 
juvenile dafnier og ikke 4-5 dage gamle dafnier, dog skriver de også at D. magna i forskellig aldre 
ikke viste signifikant forskel i respons på Pirimicarb (p < 0,05) (Andersen, et al., 2006). De 
konkluderer ydermere, at det er grundet den anden puls at de dør og det ikke har at gøre med alder 
på dafnien. Endeligt slutter de med at forklare at kort pulseksponering af D. magna neonater til 
AChE inhiberende pesticider medfører skade på reproduktionsapparatet og kontinuerlig puls 
eksponering medfører signifikant stigning i dødelighed på dyr der ellers havde overlevet første puls. 
I vores to-puls forsøg kan der også ses en tendens for at der er flere H. azteca som dør efter anden 
puls. Efter første puls (prøve H1 og L1) var der 18 levende dyr tilbage, fordelt over 6 brønde, det vil 
sige, et gennemsnit på 3 levende dyr per brønd. Efter anden puls (H3 og L3) var der kun 10 levende 
dyr tilbage fordelt på 6 brønde og dette giver et gennemsnit på 1,67 levende dyr per brønd. For 
kontrollerne var der også 3 levende dyr per brønd efter første puls, og efter anden var der 2,67 
levende per brønd. Der er altså 8 dyr som er døde efter eksponering af anden puls, og kun 2 i 
kontrollerne. Dette er dog ikke statistisk vist, og er kun for at vise en tendens for resultaterne, ikke 
deciderede resultater, og er derfor ikke vedlagt. Flere tests burde foretages for at teste effekten af en 
og flere pulse, før man kan underbygge eller modsige Andersen et al. (2006). 
 
Der findes en standardiseret sedimenttest til H. azteca (EPA, 2000), men der er endnu ikke fastlagt 
en procedure for test af H. azteca i vandfasen, desuden fokuserer risikovurdering hovedsagligt på D. 
magna ved vurdering af forsøg med akvatiske invertebrater. USEPA (2000) foreslår dog forskere at 
gennemgå flere overvejelser inden brug af forsøgsorganismer når der skal testes på flere organismer 
i samme forsøg. Blandt andet foreslår de at organismer med variable livscykler bliver brugt da disse 
også har forskellige metamorfe stadier af forskellig længde. Helt specifikt anbefaler de at der bruges 
slørvinger og amfipoder (for eksempel H. azteca) til akutte toksicitets test og seksuelt 
reproducerende invertebrater som copepoder til kroniske toksicitets test (USEPA, 2000). Borgmann 
et al. (1989) beskriver H. azteca som ’besværlig’ at udføre økotoksikologiske eksperimenter på, da 
de er svære at sortere og tælle ordentligt, dog er H. azteca den bedste af de tre amfipoder (H. azteca, 
Gammarus fasciatus, Crangonyx gracilis) de testede på. Borgmann et al. (1989) mener dog at 
kroniske toksikologiske forsøg med H. azteca har nogle fordele sammenlignet med D. magna, da de 
er nemme at holde og ikke behøver kultiverede mikroalger som føde. Sidst men ikke mindst er 
amfipoder generelt større end dafnier hvilket betyder der er mere væv til eventuelle senere kemiske 
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analyser per individ. En ulempe kunne være at amfipoder kun reproducerer sig seksuelt så især ved 
kroniske test bør hvert akvarie indeholde lige mange hanner og hunner for at sikre parring i løbet af 
de 4-6 uger det tager at måle kronisk toksicitet hos amfipoder (Borgmann, et al., 1989). H. azteca 
kan ifølge Borgmann et al. (1989) også både testes i vandfasen og sedimentfasen hvilket gør dem til 
brugbare indikatorer ved eventuel lokal kontaminering, dog ændrer Borgmann mening i 2005 hvor 
det bliver udtrykt at H. azteca egner sig bedst til sediment toksiske forsøg, da det menes at være er 
et sedimentlevende dyr (Borgmann, et al., 2005). Wang et al. (2004) mener modsat Borgmann at H. 
azteca bedst egner sig til forsøg i vand og at nedgravning kun sker ved laboratorieforsøg under 
konstant lys. Schuytema et al. (1997) mener, at D. magna udover at kunne bruges i toksiske forsøg i 
vandfasen, er brugbare til forsøg i sedimentfasen fra fjordsystemer, på trods af at de ikke er 
sedimentlevende dyr (Schuytema, et al., 1996). Dette er på baggrund af blandt andet H. aztecas 
brug som forsøgsdyr i både sediment- og vandfasen udover D. magnas salinitetstolerance på op til 
7,5 ‰, dog med meget reduceret reproduktion (Schuytema, et al., 1997). Alt dette taget i 
betragtning bør fremtidig økotoksikologisk forskning stræbe efter at vurdere kemikalier på 
baggrund af flere organismers respons på det pågældende kemikalie samt overveje de reelle 
udledningsmetoder i naturen for hvert pesticid.  
 
Når et kemikalie skal testes skal der bruges tre organismer fra hver deres trofiske niveau og det er 
derfor af yderste vigtighed at man vælger de rigtige, da én organisme skal repræsentere en hel 
taksonomisk gruppe og et helt trofisk niveau. For eksempel kan D. magna eller H. azteca blive 
brugt som modelorganisme for alle invertebrater. Ding et al. (2011) siger at sensitiviteten overfor 
forskellige kemiske stoffer, varierer meget arter i mellem, hvilket gør det utroligt svært at vælge én 
optimal modelorganisme (Ding, et al., 2011). Der findes ikke én art som kan betegnes som værende 
mest sensitiv overfor alle typer forurening og derfor inkorporeres en sikkerhedsfaktor, som burde 
mindske usikkerheden (Boxall, et al., 2002). En anden måde hvorpå usikkerheden kunne mindskes 
ville være ved at teste flere organismer indenfor hvert trofiske niveau for at finde den mest sensitive 
art inden for bestemte insekticider  (Boxall, et al., 2002). Nogle kilder beskriver H. azteca, og andre 
individer af ordenen amfipoder, som værende mindst ligeså sensitive som D. magna for en lang 
række toksiske stoffer under kronisk eksponering (Borgmann, et al., 1989; Phipps, et al., 1995). 
Dette er ifølge vores observationer og resultater dog langt fra sandt når det kommer til sensitivitet 
overfor Pirimicarb, hvor vi mener at H. azteca er et af de mere tolerante krebsdyr. Dosis-respons 
forsøgene underbygger disse observationer da H. azteca er næsten 2.220 gange mere tolerant (i 
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forhold til vores egne EC50 værdier) end D. magna overfor Pirimicarb, på trods af deres tætte 
taksonomiske relation. Ydermere observerede vi H. azteca i live efter flere dage (ved eksponering 
af 30.000 µg/L), under et pilotforsøg der gik ud på at se om de kunne klare en 4 timers puls på  
12 · EC50 (30.000 µg/L) og for interessens skyld lod dem blive i den høje koncentration for at se 
hvor længe de kunne klare det. Da vi tjekkede til dyrene efter tre dage var 1/3 af dyrene i 
replikaterne stadig levende, hvilket indikerer en vis hårdførhed overfor Pirimicarb.  
 
Pirimicarb er, som tidligere beskrevet, primært brugt som bekæmpelse mod mange arter bladlus 
(Kwon, et al., 2009; McLoon & Herron, 2009), da de er til stor gene for landbruget. Det store 
forbrug af insekticider mod bladlus har forårsaget resistens mod mange insekticider, især 
Pirimicarb. Resistens er et velkendt problem blandt insekter og mider (Jensen, 2000) og der findes 
flere forskellige mekanismer som kan forhindre Pirimicarb, andre carbamater, organofosfater og 
pyrethroider i at inhibere optimalt. N-methylcarbamater, som Pirimicarb, er alle i stand til at 
inhibere AChE, men det er forskelligt hvorvidt de kan inhibere CbE (Gupta & Dettbarn, 1993). Det 
betyder, at hvis Pirimicarb var et af de N-methylcarbamater som ikke kunne bindes til og inhibere 
CbE, ville det ses på vores resultater fra CbE assayet. Resultaterne ville være ens og upåvirkede af 
tilstedeværelsen af Pirimicarb. Dette ville medvirke til, at AChE aktiviteterne ville være mere 
inhiberede, end hvis Pirimicarb var i stand til at inhibere CbE. Hvis Pirimicarb derimod er i stand til 
at bindes til og dermed inhibere CbE, betyder det, at afgiftningsruten virker. Derved vil toksiciteten 
for AChE være lavere og AChE aktiviteterne vil derfor være højere, fordi den frie koncentration af 
Pirimicarb vil være mindre (Gupta & Dettbarn, 1993). Vores resultater tyder på at Pirimicarb er et 
af de N-methylcarbamater som ikke kan påvirke CbE, da resultaterne af CbE aktiviteterne ikke er 
signifikant forskellige i forhold til behandling. Derudover tyder det på, at Pirimicarb ikke kan 
påvirke AChE hos H. azteca da der ingen forskel er på kontroller og behandlede. Der burde laves 
assay optimering, da CbE resultaterne var negative, inden en konklusion af Pirimicarbs effekt på 
CbE kan laves.  
 
Der er dog også andre mekanismer der kan forårsage AChE resistens hos flere arter bladlus, den ene 
er en mutation i AChE genet som resulterer i et mindre reaktivt virkningsområde i enzymet så 
Pirimicarb ikke kan sætte sig, men ACh stadig kan (Kwon, et al., 2009; Andrews, et al., 2004). Den 
anden mekanisme er øget ekspression af et CbE gen, der forhøjer aktiviteten og derved øger 
afgiftningen af Pirimicarb (Kwon, et al., 2009). Der udover har Andrews et al. (2004) fundet en 
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tredje mindre specifik mutation der virker mod en lang række organofosfater og carbamater 
(Andrews, et al., 2004). McLoon & Herron (2009) forklarer, at der er vist krydsresistens mellem 
organofosfaten Omethoate og Pirimicarb, så resistens mod Omethoate gjorde det umuligt at bruge 
Pirimicarb mod bladlus (McLoon & Herron, 2009).  En anden art kaldet Frankliniella occidentalis, 
eller på dansk Saintpauliatrips (blomstertrips) er også et skadedyr for afgrøder og er fundet resistent 
overfor mange insekticider fordelt over carbamater, organofosfater, pyrethroider og organochloriner 
(Jensen, 2000). Saintpauliatripsene har ligesom bladlusene mange mekanismer som kan gøre dem 
resistente, blandt andet kan virkningsområdet i AChE også blive ændret så organofosfat og 
carbamat ikke kan reagere som normalt. For resistens mod pyrethroider og DDT kan en 
punktmutation være årsag for en mindre sensitiv Na+-kanal (Jensen, 2000).  Alle disse mekanismer 
kan føre til resistens af Pirimicarb, andre carbamater, organofosfater og pyrethroider, i mange arter 
bladlus og trips hvilket er meget bekymrende. Vores resultater af AChE viser ingen signifikante 
forskelle på tid, behandling eller interaktion mellem disse. Dette kan derfor tyde på at H. azteca er 
resistent overfor Pirimicarb. Dette kan vi dog ikke konkludere med sikkerhed da vi ikke har påvist 
mekanismen, men ydereligere forsøg burde klargøre om eventuelt en mutation eller krydsresistens 
kan være årsag til H. aztecas hårdførhed. Resistens blandt målorganismer er et omfattende problem 
og leder en til at overveje om Pirimicarb har forårsaget mindre sensitivitet og muligvis resistens i 
andre organismer, som for eksempel H. azteca, da denne er langt mindre modtagelig over for 
Pirimicarb end D. magna. 
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5 Konklusion 
Vores formål med denne rapport var at undersøge hvilke enzymatiske effekter, med fokus på AChE 
og CbE, der kunne måles på H. azteca ved et to-puls forsøg med Pirimicarb, og om disse effekter 
kunne sammenlignes med effekter på andre lignende arter. Vores resultater for AChE viste ingen 
signifikant forskel på aktiviteten i forhold til hverken tid eller behandling. Denne manglende effekt 
på de målte enzymaktiviteter kan være med til at forklare H. aztecas tolerance overfor Pirimicarb i 
dosis-respons forsøgene. Denne tolerance kan skyldes resistens overfor Pirimicarb. Hvilket også er 
set hos andre organismer med Pirimicarb og andre carbamater (Kwon, et al., 2009; Jensen, 2000; 
McLoon & Herron, 2009). Dette har vi dog ikke testet og det vil derfor kræve yderligere forsøg for 
at be- eller afkræfte denne hypotese. Resultaterne for CbE, viste en signifikant forskel på aktivitet i 
forhold til tid, men ikke behandling. Pirimicarb har derfor ikke en effekt på CbE i H. azteca, og 
dette kan måske skyldes at Pirimicarb kan være en af de N-methylcarbamater som ikke kan inhibere 
CbE (Gupta & Dettbarn, 1993). En anden forklaring kan være at selve assayet ikke fungerede 
optimalt, da alle data var negative, og at en længere inkubationstid (10 minutter) resulterede i 
positive værdier. Optimering af CbE assay og undersøgelse om Pirimicarb kan inhibere CbE, vil 
være krævet før man kan konkludere på resultaterne. Ud fra vores dosis-responsforsøg med både H. 
azteca og D. magna viste der sig en tydelig tendens; at H. azteca er meget mere hårdfør overfor 
Pirimicarb end D. magna, og valg af optimal modelorganisme til toksikologi forsøg er derfor meget 
vigtig, både med hensyn til relevans, sensitivitet og standardiseret forsøgsprotokol. Til slut 
anbefales det at H. azteca undersøges nærmere til brug som modelorganisme i både vand og 
sedimentforsøg og at videre forsøg med AChE og CbE udføres for at fastslå mekanismen bag 
Pirimicarbs begrænsede effekt i H. azteca. 
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7 Appendix 
7.1 Appendix A 
I dette appendix beskrives kultiveringsforholdene for H. azteca. Kulturen kom oprindeligt fra Ghent 
Universitet i Belgien og blev hentet til RUC i 2009 hvor de siden er blevet kultiveret. 
 
Hyalella vand 
Der blev blandet 15 L næringsvand ad gangen, bestående af 2,5 L hanevand, 7,5 L ionbyttet vand 
(eller milli-Q-vand) og 5 L Borgmann vand. Borgmann vand (5 L) består af 50 mL af hver af de 
følgende stamopløsninger: NaHCO3, NaBr, KCl, CaCl · 2H2O, MgSO4 · 7H2O og 4,75 L ionbyttet 
vand (eller milli-Q-vand). Næringsvandet blev gennemboblet i 24 timer inden brug og blev fortsat 
gennemboblet til det var opbrugt.  
 
Tabel 7.1.1 Stamopløsninger til Borgmann vand brugt til H. azteca 
Stamopløsninger til Borgmann vand 
Opløsning Mængde [mg / L] 
NaHCO3 84,05 
NaBr 1,032 
KCl 3,732 
CaCl · 2H2O 147,04 
MgSO4 · 7H2O 61,68 
 
Føde: 
Der blev fodret med 6 kaninpiller to gange ugentligt i det store akvarie samt et stykke gaze cirka 
hver 14. dag. I de små bægerglas (efter størrelsesadskillelse) blev der fodret med 2 kaninpiller 
ugentligt samt et lille stykke gaze. 
 
Lys og temperatur:  
500-700 lux i et 16:8 timers lys:mørke interval. Temperaturen i klimarummet var sat på 20˚C.
 x 
 
7.2 Appendix B 
I dette appendix beskrives kultiveringsforholdene for D. magna. 
 
D. magna kulturen stammer fra en kultur som holdes på Københavns Universitet og er venligst 
stillet til rådighed af Nina Cedergreen. Klonen er oprindeligt isoleret fra Langedammen i Birkerød, 
Danmark i 1978, og er holdt som laboratoriekultur siden. Kulture blev holdt i 1 L bægerglas ved 
20˚C i en 16:8 timers lys:mørke intervaller. Forsøgsorganismerne blev sorteret i forhold til alder 
hver uge. M7 Mediet blev fornyet én gang ugentligt og neonaterne frasorteret tre gange ugentligt. 
M7 er det medie der bruges i bægerglassene til dyrkning af D. magna. Der var cirka 12 D. magna 
per bægerglas. Dafnierne blev fordret med mikroalgen Pseudokirchneriella subcapitata. Der blev 
forberedt M7 og M4 medie. M4 er det medie som bruges til fodring af D. magna. 
 
M4 medie (Algemedium) 
Stamopløsningerne blev blandet i en 1 L kolbe, tilsat 979 mL Milli-Q vand og omrørt, det blev 
derefter stillet i kølerummet ved 20˚C. 
 
Tabel 7.2.1 M4 medie 
M4 Medie (Algemedie) 1L 
Mængde stamopløsning 
[mL] til 1 L medie 
Navn Kemiske komponenter i 
stamopløsning 
Mængde 
[g/L] 
5 Stamopløsning A NaNO3 48 
1 Stamopløsning B MgCl2 · 6H2O 12 
1 Stamopløsning C CaCL2 · 7 H2O 18 
1 Stamopløsning D MgSO4 · 7 H2O 15 
5 Stamopløsning E KH2PO4 6,4 
2 Stamopløsning F FeCl3 · 6 H2O 
Na2EDTA · 2H2O 
0,064 
0,10 
1 Stamopløsning G H3BO3 
MnCL2 · 4 H2O 
ZnCl2 
CoCl2 · 6 H2O 
CuCl2 · 2 H2O 
Na2MoO4 · 2 H2O 
0,185 
0,415 
0,003 
0,001 
0,00001 
0,007 
5 Stamopløsning H NaHCO3 50 
 
M7 medie (Dafniemedium) 
En beholder på 5 - 50 L blev, alt efter behov, fyldt ¾ op med milli-Q vand og stamopløsningerne 
blev blandet i, i forhold til skemaet. Beholderen blev omrystet efter tilsætning af hver 
 xi 
 
stamopløsning og igen til slut og blev fyldt op til det ønskede antal liter. Derefter måltes pH i 
opløsningen og justeredes med 1 M HCl eller 1 M NaOH, alt efter behov, indtil en pH på 7-8 var 
opnået. Blev opbevaret ved 5˚C i maksimalt fire uger. 
 
Tabel 7.2.2 M7 medie 
M7 Medie (Dafniemedie) 10 L 
Mængde 
stamopløsning [mL] 
til 10 L medie 
Navn Kemiske 
komponenter i 
stamopløsning 
Mængde 
[mg/L] 
10 Stamopløsning 1 CaCL2 · 2 H2O  41,9 
5 Stamopløsning 2 MgSO4 · 7 H2O  246,600 
1 Stamopløsning 3 KCl 58,000 
10 Stamopløsning 4 NaHCO3 64,800 
2 Stamopløsning 5 Na2SiO3 · 5 H2O 50,000 
1 Stamopløsning 6 KH2PO4 1,430 
1 Stamopløsning 7 K2HPO4 1,840 
2,5 Stamopløsning 8 FeEDTA 2,5 
1 Stamopløsning 9 Kationer 1,0 
5 Stamopløsning 10 Anioner 5,0 
1 Stamopløsning 11 Vitaminer 1,0 
  
Figur 7.2.1 Illustration af flytning af D. magna neonater 
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7.3 Appendix C 
Protein standardkurve 
En standardkurve for Protein blev lavet ved at fortynde 750 mg/L (0,075% / L) BSA (Bovine Serum 
Albumin) med 0,15 M NaCl vand til en stamopløsning på 0,050 % BSA, derfra blev der fortyndet til 
de ønskede koncentrationer (Tabel 7.3.1). Der blev lavet standardkurver af to omgange da 
enzymassays for replikat 3 og 4 blev lavet samtidig, dette gælder for alle assays. 
 
Tabel 7.3.1. Fortyndinger til standardkurve Protein Assay 
Koncentration [mg/L] Mængde Stamopløsning 
[µL] 
Mængde NaCl [µL] Endelig volumen 
[mL] 
200 400 600 1 
100 200 800 1 
50 100 900 1 
25 50 950 1 
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7.4 Appendix D  
AChE standardkurve 
En standardkurve for AChE blev lavet ud fra en stamopløsning på 250 U/mL af AChE, der blev 
fortyndet til en opløsning på 1 U/mL, og derfra blev fortyndet til de ønskede koncentrationer (Tabel 
7.4.1). 
 
Tabel 7.4.1 Fortyndinger til standardkurve AChE. * under "ønsket koncentration" betyder at denne opløsning blev brugt til at 
viderfortynde, for at opnå to opløsninger med en ønsket koncentration på 0,01 [U/mL] og 0,005 [U/mL] . ** er den opløsning der 
blev brugt til at fortynde med for at opnå koncentrationen på 0,001 [U/mL] 
Koncentration [U/mL] Mængde Stamopløsning 
[µL] 
Mængde Milli-Q vand 
[µL] 
Endelig volumen 
[mL] 
0,1* 100 900 1 
0,025 25 970 1 
0,01** 100* 900 1 
0,005 50* 950 1 
0,001 100** 900 1 
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7.5 Appendix E  
CbE standardkurve 
En standardkurve for CbE blev lavet ud fra en stamopløsning på 150 U/mL af CbE, dette blev 
fortyndet til en opløsning på 1,5 U/mL og derfra fortyndet til de ønskede koncentrationer (Tabel 
7.5.1). 
Tabel 7.5.1 Fortyndinger til standardkurve CbE 
Koncentration [U/mL] Mængde Stamopløsning 
[µL] 
Mængde MES buffer 
[µL] 
Endelig volumen 
[mL] 
0,015 10 990 1 
0,030 20 980 1 
0,15 100 900 1 
 
 
 
  
y = 2,2032x
R² = 0,9995
0,000
0,050
0,100
0,150
0,200
0,250
0,300
0,350
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12 0,14 0,16
A
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rb
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CbE Std. Replikat 2
y = 1,2629x
R² = 0,8369
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7.6 Appendix F 
I dette appendix vises tabel over indholdet af de enkelte prøver og forsøgsdyrenes tilstand ved 
prøveudtagelse. 
 
Tabel 7.6.1 Oversigt over forsøgsdyrenes tilstand ved prøveudtagelse, 5 prøver blev ikke testet i enzymassays da der ikke var nok 
dyr (for replikat 3 prøve: H4, CH4 og CL4, for replikat 4 prøve: L4 og CL4). * markerer de prøver hvor vi brugte en mindre mængde 
homogeniseringsbuffer 
Prøve Replikat 2 Replikat 3 Replikat 4 
H1 3 dyr 3 dyr 3 dyr 
H2 3 dyr 3 dyr 3 dyr 
H3 3 dyr (1 død) 3 dyr 2 dyr * 
H4 3 dyr (1 død) 0 dyr 2 dyr (døde) * 
CH1 3 dyr 3 dyr 3 dyr 
CH2 3 dyr 3 dyr 3 dyr 
CH3 3 dyr 3 dyr 3 dyr 
CH4 3 dyr (1 død) 1 dyr 3 dyr (døde) 
L1 3 dyr 3 dyr 3 dyr 
L2 3 dyr 2 dyr * 3 dyr 
L3 3 dyr (døde) 3 dyr (døde) 3 dyr 
L4 2 dyr (døde) * 2 dyr (døde) * 1 dyr 
CL1 3 dyr 3 dyr 3 dyr 
CL2 3 dyr 2 dyr * 3 dyr 
CL3 3 dyr (2 døde) 3 dyr 3 dyr 
CL4 3 dyr (døde) 0 dyr 0 dyr 
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7.7 Appendix G 
I dette appendix vises observationerne fra samtlige dosis-respons forsøg med H. azteca og D. 
magna. Koncentrationsrækken står til venstre og forsøgsdyrene blev givet et nummer alt efter om 
de var levende (0), immobiliserede (1) eller døde (2) efter 1, 24 og 48 timer. Til højre tælles det 
sammen hvor mange der er immobiliserede og døde og derudfra beregnes procentdel 
immobiliserede og døde ved hver observation. Både døde og immobiliserede regnes med i EC50. 
’?’ indikerer at der mangler et dyr.  
 
Dosis-Respons m. H. azteca, 17/3/2014-19/3/2014, Med Acetone,  
0= levende 1=immobiliseret 2=død  
 
Koncentration Timer A B C D Average Antal '1' Antal '2' % EC50 % LC50 
0 µg/L 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,0 0 0 0,00 0,00 
  24 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,0 0 0 0,00 0,00 
  48 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0,2 0 0 0,00 0,00 
100 µg/L 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,0 0 0 0,00 0,00 
  24 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,0 0 0 0,00 0,00 
  48 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,0 0 0 0,00 0,00 
200 µg/L 1 0 0 2 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0,3 1 0 8,33 0,00 
  24 0 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0,3 1 0 8,33 0,00 
  48 0 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0,3 1 0 8,33 0,00 
300 µg/L 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,0 0 0 0,00 0,00 
  24 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,0 0 0 0,00 0,00 
  48 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,0 0 0 0,00 0,00 
400 µg/L 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,0 0 0 0,00 0,00 
  24 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,0 0 0 0,00 0,00 
  48 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0,1 0 0 0,00 0,00 
500 µg/L 1 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0 0,2 1 0 8,33 0,00 
  24 0 0 0 0 0 1 0 0 2 0 0 1 0,3 1 0 8,33 0,00 
  48 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0,2 0 0 0,00 0,00 
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Dosis-Respons m. H. azteca, 17/3/2014-19/3/2014, Uden Acetone,  
0= levende 1=immobiliseret 2=død  
 
Koncentration Timer A B C D Average Antal '1' Antal '2' % EC50 % LC50 
0 µg/L 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,0 0 0 0,00 0,00 
  24 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,0 0 0 0,00 0,00 
  48 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,0 0 0 0,00 0,00 
100 µg/L 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,0 0 0 0,00 0,00 
  24 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,0 0 0 0,00 0,00 
  48 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,0 0 0 0,00 0,00 
200 µg/L 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,0 0 0 0,00 0,00 
  24 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,1 0 0 0,00 0,00 
  48 0 1 1 0 0 0 0 0 0 1 1 2 0,5 1 0 8,33 0,00 
300 µg/L 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,0 0 0 0,00 0,00 
  24 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,0 0 0 0,00 0,00 
  48 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0,1 0 0 0,00 0,00 
400 µg/L 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,0 0 0 0,00 0,00 
  24 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,0 0 0 0,00 0,00 
  48 0 1 1 0 0 1 0 2 2 0 1 1 0,8 2 0 16,67 0,00 
500 µg/L 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0,1 0 0 0,00 0,00 
  24 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0,2 0 0 0,00 0,00 
  48 2 1 1 0 1 1 0 1 1 0 0 1 0,8 1 0 8,33 0,00 
 
Dosis-Respons m. H. azteca, 27/3/2014-29/3/2014, Med Acetone,  
0= levende 1=immobiliseret 2=død  
 
Koncentration Timer A B C D Average Antal '1' Antal '2' % EC50 % LC50 
0 µg/L 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,0 0 0 0,00 0,00 
  
24 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,0 0 0 0,00 0,00 
  
48 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 1 0,3 3 0 25,00 0,00 
500 µg/L 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,0 0 0 0,00 0,00 
  
24 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,0 0 0 0,00 0,00 
  
48 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0,1 1 0 8,33 0,00 
750 µg/L 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,0 0 0 0,00 0,00 
  
24 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0 0,2 1 1 8,33 8,33 
  
48 0 0 1 0 0 0 0 0 2 0 0 0 0,3 2 1 16,67 8,33 
1000 µg/L 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,0 0 0 0,00 0,00 
  
24 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,0 0 0 0,00 0,00 
  
48 0 0 0 0 0 2 0 0 2 0 0 1 0,4 3 2 25,00 16,67 
1500 µg/L 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 ? 0,0 0 0 0,00 0,00 
  
24 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 ? 0,0 0 0 0,00 0,00 
  
48 0 0 0 0 1 2 0 0 1 0 0 ? 0,3 3 1 25,00 8,33 
2000 µg/L 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,0 0 0 0,00 0,00 
  
24 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,0 0 0 0,00 0,00 
  
48 0 0 0 0 0 ? 0 0 0 0 0 0 0,0 0 0 0,00 0,00 
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Dosis-Respons m. H. azteca, 27/3/2014-29/3/2014, Med Acetone,  
0= levende 1=immobiliseret 2=død  
 
Koncentration Timer A B C D Average Antal '1' Antal '2' % EC50 % LC50 
0 µg/L 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,0 0 0 0,00 0,00 
  
24 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0,1 1 0 8,33 0,00 
  
48 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0,2 2 0 16,67 0,00 
1000 µg/L 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,0 0 0 0,00 0,00 
  
24 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,0 0 0 0,00 0,00 
  
48 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0,2 1 1 8,33 8,33 
2000 µg/L 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,0 0 0 0,00 0,00 
  
24 0 0 0 0 0 ? 0 0 0 0 0 0 0,0 0 0 0,00 0,00 
  
48 0 0 0 0 0 ? 0 1 1 0 0 1 0,3 3 0 25,00 0,00 
5000 µg/L 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,0 0 0 0,00 0,00 
  
24 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0,1 1 0 8,33 0,00 
  
48 1 1 2 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1,0 11 1 91,67 8,33 
7500 µg/L 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,0 0 0 0,00 0,00 
  
24 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 ? 0,0 0 0 0,00 0,00 
  
48 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 ? 0,9 11 0 91,67 0,00 
10.000 µg/L 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,0 0 0 0,00 0,00 
  
24 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0,2 1 1 8,33 8,33 
  
48 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2 1,1 12 1 100,00 8,33 
 
Dosis-Respons m. D. magna, 5/5/2014-7/5/2014, Uden Acetone,  
0= levende 1=immobiliseret 2=død  
 
Koncentration Timer A B C D Average Antal '1' Antal '2' % EC50 % LC50 
0 µg/L 1 0 0 0 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0,2 2 2 10,00 10,00 
  
24 0 0 0 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0,4 4 4 20,00 20,00 
  
48 0 0 0 1 2 0 0 0 0 0 0 0 0,6 7 5 35,00 25,00 
10 µg/L 1 0 0 0 1 1 0 0 0 0 1 0 0 0,4 6 2 30,00 10,00 
  
24 0 0 0 2 2 0 0 0 0 2 0 0 0,8 8 8 40,00 40,00 
  
48 0 2 2 2 2 0 1 2 2 2 2 2 1,7 18 15 90,00 75,00 
15 µg/L 1 0 0 0 1 2 0 0 0 0 1 0 0 0,3 5 1 25,00 5,00 
  
24 0 0 1 1 2 0 0 0 2 2 0 1 1,0 12 7 60,00 35,00 
  
48 2 2 2 2 1 1 2 2 2 2 1 1 1,8 20 15 100,00 75,00 
20 µg/L 1 0 1 1 1 2 0 0 0 1 1 0 0 0,6 9 2 45,00 10,00 
  
24 0 0 0 2 2 0 0 0 2 2 1 1 0,9 11 7 55,00 35,00 
  
48 1 1 2 2 2 1 2 2 2 2 0 1 1,7 19 14 95,00 70,00 
30 µg/L 1 0 0 0 1 1 0 0 0 1 1 1 1 0,7 11 2 55,00 10,00 
  
24 1 1 2 2 2 1 1 1 1 2 0 0 1,1 14 7 70,00 35,00 
  
48 1 2 2 2 2 1 2 2 2 2 0 1 1,7 19 14 95,00 70,00 
40 µg/L 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1,2 19 4 95,00 20,00 
  
24 1 1 2 2 2 1 1 1 1 2 1 1 1,5 20 9 100,00 45,00 
  
48 2 2 2 2 2 1 1 2 2 2 1 2 1,9 20 17 100,00 85,00 
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7.8 Appendix H 
I dette appendix vises forskellen på CbE aktivitet ved 5 minutter inkubation (lyseblå farve) ved 
30˚C og 10 minutters inkubation (mørkeblå farve) ved 30˚C.  
 
 
Figur 7.8.1 CbE aktivitet ved henholdsvis 5 (lyseblå farve) og 10 (mørkeblå farve) minutters inkubation ved 30˚C 
  
-1,5
-1
-0,5
0
0,5
1
H1 H2 CH1 CH2 CH3 CH4 L1 L2 L3 CL1 CL2 CL3
C
bE
 
a
kt
iv
ite
t p
er
 
m
g 
pr
o
te
in
CbE 10 minutter inkubation
 xx 
 
7.9 Appendix I 
I dette appendix vises statistik for AChE. 
Tabel 7.9.1 To-vejs ANOVA 
Source Type III SS df Mean Squares F-ratio p-value 
TID$ 0,073 7 0,010 0,563 0,779 
BEHNADLING$ 0,045 1 0,045 2,430 0,131 
BEHANDLING$*TID$ 0,203 7 0,029 1,568 0,188 
Error 0,499 27 0,018   
 
Tabel 7.9.2 Levenes homogenitets test 
Levene’s Test Test Statistic p-value 
Based on Mean 0,624 0,728 
Based on Median 0,314 0,935 
 
Tabel 7.9.3 Kologorov-Smirnovs normalitetes test 
Normalitets Test Test Statistics p-value 
K-S Test (Lilliefors) 0,096 0,391 
 
Tabel 7.9.4 En-vejs ANOVA 
Source Type III SS df Mean Squares F-ratio p-value 
TID$ 0,044 7 0,006 0,307 0,946 
BEHNADLING$ 0,012 1 0,012 0,576 0,453 
Error 0,701 34 0,021   
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7.10 Appendix J 
I dette appendix vises statistik for CbE. 
 
Tabel 7.10.1 To-vejs ANOVA 
Source Type III SS df Mean Squares F-ratio p-value 
TID$ 3,188 7 0,455 2,056 0,084 
BEHANDLING$ 0,002 1 0,002 0,011 0,919 
BEHANDLING$*TID$ 0,521 7 0,074 0,343 0,926 
Error 5,851 27 0,217   
 
Tabel 7.10.2 Levenes homogenitets test 
Levene’s Test Test Statistic p-value 
Based on Mean 3,671 0,021 
Based on Median 0,584 0,758 
 
Tabel 7.10.3 Kologorov-Smirnovs normalitetes test 
Normalitets Test Test Statistics p-value 
K-S Test (Lilliefors) 0,132 0,059 
 
Tabel 7.10.4 En-vejs ANOVA 
Source Type III SS df Mean Squares F-ratio p-value 
TID$ 3,449 7 0,493 2,629 0,028 
BEHNADLING$ 0,009 1 0,009 0,050 0,824 
Error 6,372 34 0,187   
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7.11 Appendix K 
I dette appendix ses rådata (absorbans) for alle AChE målinger samt udregninger hvor hver prøve og gennemsnit. Rød farve indikerer 
manglende prøve, lyseblå farve indikerer kontroller. 
 AChE Replikat 2 Korrigeret Replikat 3 Korrigeret Replikat 4 Korrigeret Replikat 2  Replikat 3  Replikat 4   
Blank 0,2754   0,2626   0,2626                 
Standard 
[U/mL] 
                          
0,001 0,288 0,0126 0,264 0,0014 0,264 0,0014               
0,005 0,350 0,0746 0,284 0,0214 0,284 0,0214               
0,01 0,430 0,1546 0,313 0,0504 0,313 0,0504               
0,025 0,673 0,3976 0,476 0,2134 0,476 0,2134 AChE in 
U/mL 
AChE 
in U/mg 
protein 
AChE 
in 
U/mL 
AChE 
in U/mg 
protein 
AChE 
in 
U/mL 
AChE in 
U/mg 
protein 
Gennemsnit 
AChE 
H1 0,343 0,0676 0,308 0,0454 0,335 0,0724 0,0085 0,2134 0,0057 0,0005 0,0091 0,1662 0,2378 
H2 0,311 0,0356 0,365 0,1024 0,427 0,1644 0,0045 0,1215 0,0129 0,0003 0,0208 0,5611 0,6018 
H3 0,29 0,0146 0,341 0,0784 0,303 0,0404 0,0018 0,0723 0,0099 0,0003 0,0051 0,0477 0,0720 
H4 0,298 0,0226     0,277 0,0144 0,0029 0,0782     0,0018 0,0350 0,0741 
CH1 0,314 0,0386 0,321 0,0584 0,307 0,0444 0,0049 0,1300 0,0074 -0,0017 0,0056 0,1274 0,1691 
CH2 0,343 0,0676 0,361 0,0984 0,311 0,0484 0,0085 0,2511 0,0124 0,0011 0,0061 0,2037 0,2885 
CH3 0,373 0,0976 0,402 0,1394 0,339 0,0764 0,0123 0,2801 0,0176 0,0006 0,0096 0,1693 0,2632 
CH4 0,303 0,0276     0,303 0,0404 0,0035 0,1660     0,0051 0,0963 0,1792 
L1 0,345 0,0696 0,309 0,0464 0,39 0,1274 0,0088 0,1674 0,0059 -0,0002 0,0161 0,2366 0,2921 
L2 0,378 0,1026 0,301 0,0384 0,371 0,1084 0,0130 0,3810 0,0048 0,0003 0,0137 0,1610 0,2883 
L3 0,315 0,0396 0,255 -0,0076 0,351 0,0884 0,0050 0,1493 -
0,0010 
-0,0001 0,0112 0,0859 0,1355 
L4 0,271 -0,0044 0,269 0,0064     -0,0006 -0,0247 0,0008 0,0001     -0,0123 
CL1 0,403 0,1276 0,401 0,1384 0,344 0,0814 0,0161 0,2479 0,0175 -0,0079 0,0103 0,1370 0,2118 
CL2 0,377 0,1016 0,411 0,1484 0,42 0,1574 0,0128 0,2174 0,0187 0,0005 0,0199 0,1019 0,1749 
CL3 0,330 0,0546 0,342 0,0794 0,399 0,1364 0,0069 0,2704 0,0100 0,0003 0,0172 0,1315 0,2219 
CL4 0,343 0,0676   -0,2626     0,0085 0,4878         0,4878 
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7.12 Appendix L 
I dette appendix ses rådata (absorbans) for alle CbE målinger samt udregninger hvor hver prøve og gennemsnit. Rød farve indikerer 
manglende prøve, lyseblå farve indikerer kontroller. 
  
 CbE Replikat 2 Replikat 3 Replikat 4 Replikat 2  Replikat 3  Replikat 4 
Standard 
[U/mL]                     
0,015 0,030 -0,035 -0,035               
0,030 0,070 -0,013 -0,013               
0,150 0,330 0,205 0,205 CbE in U/mL 
CbE in U/mg 
protein CbE in U/mL 
CbE in U/mg 
protein CbE in U/mL 
CbE in U/mg 
protein 
Gennemsnit 
CbE 
H1 -0,005 -0,032 -0,074 -0,002269 -0,056736 -0,025339 -0,002027 -0,058595 -1,065369 -1,086307994 
H2 -0,009 -0,031 -0,026 -0,004085 -0,110405 -0,024547 -0,000502 -0,020588 -0,556420 -0,593723507 
H3 -0,009 -0,039 -0,018 -0,004085 -0,160195 -0,030881 -0,000794 -0,014253 -0,133205 -0,187397122 
H4 -0,005   -0,018 -0,002269 -0,062176 0,000000   -0,014253 -0,274094 -0,305182454 
CH1 -0,010 -0,031 -0,06 -0,004539 -0,121036 -0,024547 0,005523 -0,047510 -1,079766 -1,11458826 
CH2 -0,014 -0,055 -0,048 -0,006354 -0,186894 -0,043551 -0,003733 -0,038008 -1,266925 -1,332956212 
CH3 0,011 -0,065 -0,018 0,004993 0,113471 -0,051469 -0,001817 -0,014253 -0,250051 -0,214043828 
CH4 0,036   -0,012 0,016340 0,778089 0,000000   -0,009502 -0,179282 0,20976262 
L1 0,012 -0,056 -0,068 0,005447 0,103745 -0,044342 0,001856 -0,053844 -0,791828 -0,755390405 
L2 0,013 -0,034 -0,048 0,005901 0,173544 -0,026922 -0,001468 -0,038008 -0,447150 -0,390770477 
L3 0,023 -0,012 -0,033 0,010439 0,311623 -0,009502 -0,000950 -0,026130 -0,201003 -0,098078532 
L4 0,084 -0,027   0,038126 1,694505 -0,021379 -0,002025 0,000000   0,845227068 
CL1 0,026 -0,045 -0,052 0,011801 0,181554 -0,035632 0,016035 -0,041175 -0,549001 -0,472448418 
CL2 -0,018 -0,019 -0,037 -0,008170 -0,138473 -0,015045 -0,000376 -0,029298 -0,150244 -0,196778291 
CL3 -0,035 -0,017 -0,048 -0,015886 -0,622980 -0,013461 -0,000373 -0,038008 -0,290136 -0,498168262 
CL4 0,028     0,012709 0,726216 0,000000   0,000000   0,726216412 
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7.13 Appendix M 
I dette appendix ses rådata (absorbans) for alle Protein målinger samt udregninger hvor hver prøve og gennemsnit. Rød farve indikerer 
manglende prøver, lyseblå indikerer kontroller. 
Protein Replikat 2 Replikat 3 Replikat 4 
Standard 
[mg/L] 
25 0,068     -0,043     -0,043     
50 0,127     0,109     0,109     
100 0,188     0,198     0,198     
200 0,149 
Protein i 
mg/L 
 Protein i 
mg/mL 0,344 
Protein i 
mg/L 
 Protein i 
mg/mL 0,344 
 Protein i 
mg/L 
 Protein i 
mg/mL 
H1 0,08 40 0,04 0,045 12,50 0,0125 0,055 30,56 0,0306 
H2 0,074 37 0,037 0,088 48,89 0,048888889 0,037 20,56 0,0206 
H3 0,051 25,5 0,0255 0,07 38,89 0,038888889 0,107 59,44 0,0594 
H4 0,073 36,5 0,0365       0,052 28,89 0,0289 
CH1 0,075 37,5 0,0375 -0,008 -4,44 -0,004444444 0,044 24,44 0,0244 
CH2 0,068 34 0,034 0,021 11,67 0,011666667 0,03 16,67 0,0167 
CH3 0,088 44 0,044 0,051 28,33 0,028333333 0,057 31,67 0,0317 
CH4 0,042 21 0,021       0,053 29,44 0,0294 
L1 0,105 52,5 0,0525 -0,043 -23,89 -0,023888889 0,068 37,78 0,0378 
L2 0,068 34 0,034 0,033 18,33 0,018333333 0,085 47,22 0,0472 
L3 0,067 33,5 0,0335 0,018 10,00 0,01 0,130 72,22 0,0722 
L4 0,045 22,5 0,0225 0,019 10,56 0,010555556       
CL1 0,13 65 0,065 -0,004 -2,22 -0,002222222 0,075 41,67 0,0417 
CL2 0,118 59 0,059 0,072 40,00 0,04 0,195 108,33 0,1083 
CL3 0,051 25,5 0,0255 0,065 36,11 0,036111111 0,131 72,78 0,0728 
CL4 0,035 17,5 0,0175       
 
